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luz	 roja	 (R)	y	 roja	 lejana	 (FR)	de	 la	 radiación	 incidente	 (razón	R:FR).	Esta	 razón,	que	 indica	 la	







como	 un	 cofactor	 transcripcional	 en	 la	 regulación	 SAS	 en	 la	 plántula	 y	 como	 un	 factor	 de	
transcripción	 en	 el	 control	 de	 la	 polaridad	 de	 las	 hojas,	 y	 (2)	 el	 dominio	 Nt	 es	 una	 región	
implicada	 en	 la	 interacción	 con	 otras	 proteínas	 que	 es	 necesaria	 para	 las	 dos	 actividades	
indicadas	 de	 ATHB4.	 Para	 profundizar	 en	 los	 mecanismos	 moleculares	 de	 ATHB4,	 hemos	
sobreexpresado	 en	 plantas	 transgénicas	 ATHB4	 fusionado	 al	 activador	 transcripcional	 VP16	
(35S:ATHB4-VP16).	 De	 estos	 experimentos	 se	 confirmó	 que	 ATHB4	 actúa	 como	 cofactor	





En	 contraste	 con	A.	 thaliana,	 Cardamine	 hirsuta,	 un	 especie	 filogenéticamente	 próxima,	 no	
responde	 a	 la	 proximidad	 vegetal	 alargando	 sus	 hipocotilos,	 es	 decir,	 tolera	 la	 sombra.	 Los	
análisis	comparativos	de	las	respuestas	a	la	proximidad	vegetal	nos	llevó	a	generar	plantas	de	C.	
hirsuta	 con	niveles	 reducidos	de	PHYA	 (35S:RNAi-ChPHYA),	que	en	A.	 thaliana	 se	ha	descrito	
como	un	regulador	negativos	del	SAS.	Las	plantas	35S:RNAi-ChPHYA	resultaron	en	plántulas	con	
capacidad	de	responder	a	la	sombra	simulada.	En	paralelo,	realizamos	un	cribado	genético	que	
nos	 llevó	 a	 la	 identificación	 y	 caracterización	 de	 plántulas	 mutantes	 en	 C.	 hirsuta	 con	 una	
respuesta	 a	 la	 sombra	 en	 hipocotilo	 restaurada	 (mutantes	 sis,	 slender	 in	 shade).	 Los	 dos	
mutantes	eran	recesivos	y	alélicos	(sis1-1	y	sis1-2)	y	nos	llevaron	a	determinar	que	SIS1	codifica	
el	 gen	 ChPHYA.	 La	 complementación	 de	 plantas	 deficientes	 en	 phyA	 de	A.	 thaliana	 con	 las	
construcciones	pPHYA:PHYA	and	pPHYA:SIS1	nos	 indicó	que	 las	proteínas	PHYA	y	SIS1	tienen	
diferentes	actividades.	En	resumen,	nuestros	resultados	indican	que	la	tolerancia	a	la	sombra	
en	 C.	 hirsuta	 requiere	 la	 actividad	 de	 phyA,	 que	 actuaría	 suprimiendo	 la	 respuesta	 de	
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proporciona	 información	 del	 entorno	 que	 las	 rodea,	 ayudándolas	 a	 modular	 su	 desarrollo.	
Puesto	que	las	plantas	son	seres	sésiles	y	no	pueden	cambiar	de	hábitat	donde	crecen,	necesitan	
percibir	 constantemente	 el	 ambiente	 que	 las	 rodea	 para	 poder	 adaptar	 su	 crecimiento.	 La	
detección	y	captación	de	la	luz	como	información	se	lleva	a	cabo	por	un	complejo	sistema	de	
señales	 que	 son	 integradas	 y	 procesadas	 por	 receptores	 lumínicos	 (fotorreceptores).	 Los	
fotorreceptores	 son	 responsables	 de	 modular	 múltiples	 respuestas	 fisiológicas	 como	 la	
germinación	de	las	semillas,	el	crecimiento	de	la	plántula,	el	establecimiento	de	la	arquitectura	
de	 la	 planta	 adulta,	 la	 inducción	 de	 la	 floración	 o	 la	 adaptación	 a	 la	 proximidad	 vegetal.	 La	
plasticidad	del	desarrollo	de	las	plantas	permite	que	un	genotipo	pueda	dar	lugar	a	una	gama	
de	 fenotipos	 dependiendo	 de	 las	 condiciones	 ambientales	 (Sultan	 &	 Schmitt	 2000).	 Esta	










2008).	 Por	 el	 contrario,	 puede	 suceder	 que	 las	 plantas	 crezcan	 en	 luz	 y	 se	 desarrollen	
desetioladas	 caracterizándose	 por	 tener	 hipocotilos	 cortos	 y	 cotiledones	 expandidos	
(desaparición	 del	 gancho	 apical)	 y	 los	 etioplastos	 transformados	 en	 cloroplastos	 por	 la	
producción	y	acumulación	de	pigmentos	fotosintéticos	(Han	et	al.	2007;	Arsovski	et	al.	2012).	
















400	 nm)	 y	 azul	 (Blue,	 B;	 ~400-500	 nm);	 la	 familia	 más	 grande	 y	 probablemente	 mejor	
caracterizada	de	fotorreceptores	son	los	fitocromos	(PHYA-E)	(Figura	I1	B),	los	cuales	median	las	
respuestas	a	luz	roja	(Red;	R:	660nm)	y	roja	lejana	(Far	Red;	FR:	600-750	nm)	(Heijde	&	Ulm	2012).	
Todos	 estos	 fotorreceptores	 controlan	 de	 manera	 conjunta	 el	 desarrollo	 fotomorfogénico	




Figura	 I1.	 Espectro	 de	 la	 radiación	 lumínica	 con	 los	 principales	 fotorreceptores	 vegetales.	 (A)	
Representación	del	espectro	de	luz	y	de	los	fotorreceptores	que	captan	las	diferentes	longitudes	de	onda	
que	lo	componen.	(B)	Esquema	de	la	estructura	de	los	fotorreceptores	fitocromos	en	A.	thaliana.	NTE	(N-










formando	 homodímeros,	 que	 son	 inactivos;	 cuando	 UVR8	 percibe	 el	 UV-B	 a	 través	 de	
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único	 ya	 que,	 a	 diferencia	 de	 los	 fitocromos	 o	 criptocromos,	 no	 contiene	 un	 cromóforo	 no	

































la	 apertura	 estomática	 (Kinoshita	 et	 al.	 2001)	 y	 los	 movimientos	 intracelulares	 de	 los	
cloroplastos	en	respuesta	al	exceso	de	luz	(Łabuz	et	al.	2012).	En	A.	thaliana	hay	dos	genes	que	
codifican	 fototropinas,	 PHOT1	 y	 PHOT2,	 que	 tienen	 funciones	 altamente	 redundantes.	 Las	
fototropinas	constan	de	dos	partes:	una	Ser/Thr	quinasa	en	la	parte	C-terminal,	y	dos	dominios	
LOV	 (LIGHT	OXIGEN	VOLTAGE)	que	se	unen	no	covalentemente	a	 los	cromóforos	de	Flavina:	
FMN	 (FLAVIN	MONONUCLEOTIDE)	o	 los	 FAD	 (FLAVIN	ADENINE	DINUCLEOTIDE)	 (Oglich	 et	 al.	



















se	 une	 covalentemente	 un	 cromóforo	 llamado	 fitocromobilina.	 El	 conjunto	 se	 llama	
holoproteína	y	es	la	forma	capaz	de	percibir	y	activarse	por	la	luz.	Todos	los	phys	tienen	el	mismo	
cromóforo	pero	se	diferencian	en	 la	apoproteína,	que	 la	codifican	genes	diferentes.	Los	phys	






















Figura	 I2.	 Fotoequilibrio	 y	 espectro	 de	
absorción	de	los	fitocromos.	Esquema	de	la	
estructura	 de	 los	 fotorreceptores	
fitocromos	en	A.	thaliana	y	los	espectros	de	


































Como	 se	ha	descrito	 anteriormente,	 los	 fitocromos	están	 formados	por	un	 cromóforo	 y	una	
parte	 proteica,	 la	 apoproteína.	 El	 cromóforo	 fitocromobilina	 es	 un	 tetrapirrol	 lineal.	 Las	
apoproteínas	tiene	dos	dominios	principales:	el	N-terminal,	que	tiene	forma	globular	y	une	el	
cromóforo;	 y	 el	 C-terminal,	 implicado	 en	 la	 dimerización	 y	 la	 transducción	 de	 las	 señales	
lumínicas	(Quail	2010)	(Figura	I1	B).	El	dominio	N-terminal	está	compuesto	por:	














con	 componentes	 de	 la	 vía	 de	 señalización	 o	 como	 moduladores	 de	 respuesta	 a	
pequeños	ligandos	o	cambios	en	condiciones	de	luz,	niveles	de	oxígeno	y	potenciales	
redox	(Quail	1997;	Neff	et	al.	2000)	
2. Un	 subdominio	 HKRD	 (HISTIDINE	 KINASE	 RELATED	 DOMAIN),	 relacionado	 con	 los	
residuos	de	histidina	encontrados	en	quinasas	(Quail	2010).	La	función	es	desconocida	









Para	 las	 plantas	 la	 luz	 es	 un	 recurso	 energético	 a	 la	 vez	 que	 una	 fuente	 de	 información	 del	
entorno	que	les	rodea,	que	modula	el	desarrollo	vegetal.	La	detección	y	captación	de	la	luz	como	
señal	 informativa	 se	 lleva	 a	 cabo	 por	 un	 complejo	 sistema	 de	 señales	 que	 son	 integradas	 y	
procesadas	 por	 fotorreceptores	 para	 modular	 múltiples	 respuestas	 fisiológicas	 como	 la	
germinación,	desetiolación,	adaptación	a	la	proximidad	vegetal	o	inducción	de	la	floración.	La	
radiación	 solar	 está	 compuesta	 por	 diferentes	 longitudes	 de	 onda	 (Figura	 I1A)	 y	 las	 plantas	





densidad	 vegetal	 la	 R:FR	 baja,	 característica	 que	 indica	 la	 proximidad	 de	 vegetación.	 En	




nm)	 mientras	 que	 reflejan	 específicamente	 el	 FR,	 produciendo	 una	 reducción	 del	 R:FR	
intermedio	o	bajo.	Mientras	que	en	condiciones	de	sombra	por	dosel,	los	tejidos	verdes	filtran	
la	intensidad	total	de	luz	PAR,	por	lo	que	el	R:FR	resultante	se	reduce	fuertemente	debido	a	la	
disminución	de	R	 (Figura	 I3).	En	ambos	casos,	 la	cercanía	de	vegetación	se	convierte	en	una	
señal	de	luz	caracterizada	por	una	baja	R:FR.		
Los	 cambios	 en	 el	 R:FR	 son	 percibidos	 por	 los	 fitocromos,	 que	 informan	 a	 las	 plantas	 de	 la	
densidad	de	vegetación.	En	un	día	soleado	sin	vegetación	cerca,	la	alta	relación	R:FR	desplaza	el	










































































caracterizan	 por	 tener	 hipocotilos	 cortos	 y	 cotiledones	 expandidos	 (desaparición	 del	 gancho	
apical)	 y	 los	 etioplastos	 transformados	 en	 cloroplastos	 por	 la	 producción	 y	 acumulación	 de	
pigmentos	 fotosintéticos	 (Han	 et	 al.	 2007;	 Arsovski	 et	 al.	 2012).	 El	 phyB	 es	 el	 fitocromo	
predominante	en	la	regulación	de	la	desetiolación	en	R	(Reed	et	al.	1993)	aunque	phyA	tiene	un	






Quail	 1993;	 Whitelam	 1993;	 Reed	 et	 al.	 1994).	 Las	 plántulas	 phyA	 muestran	 hipocotilos	
alargados	 en	 B	 (Whitelam	1993;	Neff	 et	 al.	 2000)	 sugiriendo	 que	 phyA	 tiene	 un	 papel	 en	 la	
percepción	y	transducción	de	B.	Los	mutantes	deficientes	en	phyC	presentan	una	pérdida	parcial	
de	 la	 respuesta	 a	 R	 con	 hipocotilos	más	 cortos	 y	 cotiledones	más	 pequeños	 respectos	 a	 las	
plantas	silvestres.	El	phyC	actúa	dependiente	de	phyB	formando	heterodímeros	in	vivo	(Franklin,	










crecidas	 en	 sombra	 simulada	 (baja	 R:FR)	 (Nagatani	 et	 al.	 1991;	 Somers	 et	 al.	 1991).	 En	 la	
regulación	de	las	respuestas	del	SAS,	que	también	se	pueden	inducir	irradiando	con	FR	al	final	








baja	 (Yanovsky	 et	 al.	 1995;	 Martínez-García	 et	 al.	 2014).	 Estas	 observaciones	 llevaron	 a	 la	
sugerencia	de	que	en	plantas	de	tipo	silvestre,	la	acción	de	phyA	antagonizaba	el	síndrome	de	













y/o	 abundancia.	Hasta	mediados	 de	 la	 década	 de	 1990	 se	 aceptaba	 que	 los	 fitocromos	 eran	
fotorreceptores	citoplasmáticos	(Nagy	&	Schäfer	2002).	Sin	embargo,	se	vio	que	deben	entrar	al	
núcleo	 para	 activar	 la	 mayoría	 de	 las	 respuestas	 de	 luz	 (Nagatani	 2004;	 Kevei	 et	 al.	 2007;	
Fankhauser	&	Chen	2008).	Por	lo	tanto,	la	translocación	regulada	por	luz	de	los	fotorreceptores	
desde	 el	 citoplasma	 hacia	 el	 núcleo	 es	 un	 evento	 clave	 en	 la	 cascada	 de	 señalización	 de	 los		
fitocromos.	La	localización	nuclear	de	los	fitocromos	desencadena	eventos	de	señalización	que	
alteran	 la	 expresión	 de	 los	 genes	 diana	 en	 cuestión	 de	minutos,	 iniciando	 una	 cascada	 que	
finalmente	conduce	a	la	modulación	de	las	respuestas	morfológicas	y/o	fisiológicas	(Quail	2002;	
Jiao	et	al.	2007).	




SERINE/THREONINE-PROTEIN	 PHOSPHATASE	 1)	 (Kim	 et	 al.	 2002),	 COP1	 (CONSTITUTIVE	
PHOTOMORPHOGENESIS	 1)	 (Seo	 et	 al.	 2004;	 Jang	 et	 al.	 2010),	 PAPP5	 (SERINE/THREONINE-
PROTEIN	PHOSPHATASE	5)	(Ryu	et	al.	2005)	y	FHY1/FHL	(FAR-RED	ELONGATED	HYPOCOTYL	1	/ 
FAR-RED-ELONGATED	HYPOCOTYL	1-LIKE)	(Hiltbrunner	et	al.	2005a;	Hiltbrunner	et	al.	2006).	El	
conjunto	 de	 investigaciones	 sobre	 estas	 proteínas	 han	 sugerido	 que	 la	 fosforilación	 y	
desfosforilación	 de	 los	 fitocromos	 y	 de	 sus	 sustratos	 tiene	 una	 función	 importante	 en	 la	













(Martínez-García	 et	 al.	 2000).	 Posteriormente	 se	 identificaron	 otras	 bHLHs	 por	 similitud	 de	
secuencia	que	se	agrupaban	en	 la	subfamilia	15	 (Leivar	&	Quail	2011a).	De	entre	 las	diversas	














Aunque	 phyB	 es	 un	 fitocromo	 fotoestable,	 se	 ha	 observado	 que	 sus	 niveles	 se	 reducen	
ligeramente	tras	la	exposición	a	luz,	y	los	PIFs	podrían	participar	en	este	proceso.	Así,	existe	una	
relación	inversa	entre	los	niveles	de	phyB	y	los	niveles	de	PIF:	los	mutantes	pif	acumulan	mayor	
cantidad	 de	 proteína	 phyB	mientras	 que	 los	mutantes	 que	 sobreexpresan	 PIF	 tienen	 niveles	
reducidos	de	proteína	phyB	(Khanna	et	al.	2007;	Leivar	et	al.	2008;	Al-Sady	et	al.	2008).	A	pesar	
de	 que	 PIF1	 y	 PIF3	 tienen	 el	 mayor	 protagonismo	 en	 la	 degradación	 de	 phyB	 vía	









desetiolación.	Por	tanto,	 los	PIFs	actúan	como	reguladores	negativos	en	 la	transducción	de	 la	
señal	 lumínica	 y	 en	 general,	 activan	 las	 respuestas	 típicas	 del	 crecimiento	 en	 oscuridad	
(etiolación).	No	obstante,	PIF6/PIL2	inhibe	la	elongación	del	hipocotilo	en	R,	teniendo	un	papel	






como	 mínimo	 con	 los	 PIFs,	 factores	 que	 tienen	 un	 papel	 central	 en	 la	 regulación	 de	 la	
	 	 Introducción	
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transducción	 de	 las	 señales	 del	 fitocromo	 y	 son	 piezas	 claves	 en	 la	 conexión	 de	 señales	 y	




















de	 la	 fotolabilidad	 (Sharrock	&	Clack	2002).	Así,	 la	 luz	percibida	por	phyA	o	phyB	 reprime	 la	
expresión	del	gen	PHYA	(Quail	et	al.	1994;	Cantón	&	Quail	1999).	



























como	 inhibición	 de	 la	 germinación,	mayor	 crecimiento	 del	 hipocotilo	 en	 estadio	 de	 plántula	



















se	 ha	 validado	 con	 experimentos	 hechos	 en	 líneas	 sobreexpresoras	 de	 estos	 genes	 que	
presentan	 un	mayor	 alargamiento	 del	 hipocotilo	 en	 respuesta	 a	 sombra.	 Estos	 datos	 dan	 a	
entender	que	el	SAS,	en	parte,	se	inicia	como	consecuencia	de	la	disminución	de	la	degradación	
de	PIF4	y	PIF5	mediada	por	phyB	(Lorrain	et	al.	2008).	En	el	caso	de	PIF7,	se	ha	visto	que	tiene	
un	papel	principal	en	el	alargamiento	de	 los	hipocotilos	en	 sombra	 simulada,	a	 juzgar	por	 la	
fuerte	atenuación	del	alargamiento	del	hipocotilo	en	W+FR	de	los	mutantes	pif7,	lo	que	indica	
que	 también	 es	 un	 regulador	 positivo	 de	 esta	 respuesta	 (Li	 et	 al.	 2012;	 Roig-Villanova	 &	
Martínez-García	2016).	PIF1	y	PIF3	tendrían	un	papel	positivo	menor	en	la	regulación	de	esta	









las	 auxinas	 (Halliday	&	 Fankhauser	 2003).	 En	 consecuencia,	 los	mutantes	 de	A.	 thaliana	 con	
deficiencias	 en	 biosíntesis	 de	 auxina,	 transporte	 o	 señalización	 son	 incapaces	 de	 alargar	 el	
hipocotilo	en	respuesta	a	sombra	(Tao	et	al.	2008;	Keuskamp	et	al.	2010).	En	condiciones	de	baja	

















et	 al.	 2011;	Cifuentes-Esquivel	 et	 al.	 2013).	Otro	 grupo	 integrante	 son	 la	 subfamilia	 II	 de	 los	
factores	 de	 transcripción	 HOMEDOMAIN-LEUCINE	 ZIPPER	 (HD-Zip	 II),	 como	 ATHB2/HAT4	 (a	
partir	de	ahora	ATHB2),	ATHB4,	HAT1,	HAT2	y	HAT3.	Experimentos	de	nuestro	laboratorio	que	











Los	 factores	 HD-Zip	 se	 han	 clasificado	 en	 cuatro	 subfamilias	 de	 acuerdo	 a	 un	 conjunto	 de	
características	 como	 son	 la	 especificidad	 de	 unión	 a	 DNA,	 la	 estructura	 génica	 (posición	
específica	de	 intrones	y	exones),	 los	motivos	comunes	y	 las	funciones	fisiológicas	(Ariel	et	al.	
2007).	Los	miembros	de	la	subfamilia	HD-Zip	II	se	caracterizan	por	tener	una	región	N-terminal	
(Nt)	 muy	 conservada	 con	 función	 desconocida,	 y	 un	 homeodominio	 (HD,	 del	 inglés	
































un	 mayor	 alargamiento	 del	 hipocotilo	 en	 W.	 Por	 el	 contrario,	 en	 sombra	 simulada	 el	
alargamiento	del	hipocotilo	se	 inhibía	 (Sorin	et	al.	2009),	 resultados	que	sugerían	que	ATHB4	
tendría	un	papel	como	regulador	negativo	de	las	respuestas	del	SAS.	HAT3	y	ATHB4	son	genes	
parálogos	(Ariel	et	al.	2007;	Ciarbelli	et	al.	2008a).	El	mutante	simple	de	pérdida	de	función	de	
ATHB4	no	 presentaba	 ningún	 fenotipo	 aparente,	 tanto	 en	 estadio	 adulto	 como	 en	 plántulas	
comparados	con	 las	plantas	silvestres	al	 igual	que	ocurría	con	 la	pérdida	de	 función	de	HAT3	
(Salla-Martet	2012).	En	cambio,	plántulas	del	doble	mutante	athb4hat3	presentaban	una	menor	
respuesta	 del	 hipocotilo	 a	 sombra	 simulada	 comparado	 con	 plantas	 silvestres.	 Así,	 tanto	 la	
sobreexpresión	de	ATHB4	como	la	pérdida	de	función	de	ATHB4	(y	HAT3)	producía	una	reducción	
en	la	respuesta	del	hipocotilo	a	sombra	simulada,	con	lo	que	resultaba	difícil	decir	si	se	trata	de	
un	 regulador	 positivo	 o	 de	 un	 regulador	 negativo;	 por	 tanto,	 ATHB4	 se	 clasificó	 como	 un	
regulador	complejo	de	las	respuestas	del	SAS	(Sorin	et	al.	2009).	Estos	resultados	contrastaban	
con	los	descritos	por	otros	autores	sobre	el	papel	de	otros	miembros	de	la	subfamilia	HD-Zip	II	
como	 reguladores	 positivos	 de	 las	 respuestas	 del	 SAS.	 Experimentos	 de	 nuestro	 laboratorio	
mostraron	que	 los	 hipocotilos	 de	 líneas	de	 sobreexpresión	de	otros	 factores	HD-Zip	 II,	 como	
HAT1,	HAT2	 y	ATHB2,	 también	 se	 alargaban	menos	 en	 respuesta	 a	 sombra	 simulada,	 lo	 que	
indicaba	que	estos	factores,	al	igual	que	ATHB4	tendrían	un	papel	como	reguladores	negativos	
de	las	respuestas	del	SAS	(Salla-Martet	2012).	
Más	 allá	 de	 las	 respuestas	 del	 hipocotilo,	 se	 ha	 descrito	 e	 implicado	 a	 miembros	 de	 esta	














ATHB4	 reprime	 la	expresión	de	genes	que	codifican	otros	 factores	de	 la	 subfamilia	HD-Zip	 II,	















las	 redes	 reguladoras	 que	 controlan	 la	 división	 y	 la	 expansión	 celular,	 como	 son	 las	 de	 las	
hormonas	vegetales.	Las	auxinas,	los	brasinosteroides	(BRs)	y	las	giberelinas	(GAs)	son	hormonas	
estimuladoras	del	crecimiento,	mientras	que	las	citoquininas	(CKs)	son	consideradas	inhibidoras.	









que	 se	 suprime	 cuando	 se	 añade	 el	 inhibidor	 del	 transporte	 polar	 de	 auxinas	 NPA	 (1-N-
Naphthylphthalamic	Acid);	(2)	las	plantas	con	elevada	actividad	ATHB4	presentan	una	reducción	
de	respuesta	en	respuesta	a	la	auxina	sintética	2,4-D,	sugiriendo	un	papel	de	este	factor	en	la	
capacidad	de	 respuesta	de	 los	hipocótilos	en	 respuesta	a	auxinas	 (Sorin	et	al.	2009);	 y	 (3)	 la	
inducción	por	 sombra	de	 genes	 involucrados	 en	 respuestas	 a	 auxinas	 como	SAUR15	 (SMALL	
AUXIN	UPREGULATED	RNA	15),	SAUR68	y	HAT2,	está	fuertemente	atenuada	en	las	plantas	que	
sobreexpresan	ATHB4	(Sorin	et	al.	2009).	El	conjunto	de	estos	resultados	sugiere	que	ATHB4	(y	
















similar	a	 la	de	HAT1,	HAT3	 y	ATHB4,	 en	el	dominio	adaxial	de	 las	hojas	 (Brandt	et	al.	2012).	
Estudio	 de	 las	 respuestas	 a	 sombra	 simulada	 de	 mutantes	 de	 pérdida	 de	 función	 de	 los	





















En	 los	estudios	para	 relacionar	 la	estructura	y	 la	 función	de	ATHB4,	se	dividió	 la	proteína	en	
cuatro	dominios	o	regiones:	Nt	(1	al	142),	HD	(residuos	143-220),	Zip	(Z;	221-263)	y	C-terminal	
(Ct;	 264-318)	 (Figura	 I4).	 Se	 generaron	 12	 formas	 truncadas	 o	 mutadas	 conteniendo	
combinaciones	de	estos	dominios	o	regiones	y	se	estudió	su	función	en	plantas	transgénicas.	
Específicamente	se	estudiaron	las	siguientes	respuestas:	alargamiento	del	hipocotilo,	expresión	






et	 al.	 2017).	 Por	 otro	 lado,	 se	 vio	 que	 formas	 que	 contenían	 la	 región	 Nt	 pero	 carecían	 de	
actividad	de	unión	DNA	(p.ej.,	la	parte	Nt	fusionada	al	HD,	o	la	forma	mutada	en	la	región	HD,	





de	 la	 actividad	 biológica	 como	 de	 las	 respuestas	 génicas	 se	 propuso	 que	 ATHB4	 actuaría	
mediante	dos	mecanismos	moleculares	diferentes	(Figura	I4).	
A) Uniendo	 el	 DNA	 (formando	 homodímeros)	 en	 la	 regulación	 de	 la	 expresión	
génica	 y	 la	 polaridad	 de	 las	 hojas,	 actuando	 por	 tanto	 como	 un	 factor	 de	
transcripción.	






















proceso	 (Gommers	 et	 al.	 2013).	 Actualmente	 se	 desconocen	 los	 mecanismos	 moleculares	 y	



































cruces	 genéticos	 y	 produce	 semillas	 con	 abundancia	 (Hay	 &	 Tsiantis	 2016).	 Es	 importante	
remarcar	que	es	una	especie	diploide	(2n	=	16),	con	un	genoma	pequeño	(225	Mbp)	que	ha	sido	
secuenciado	 recientemente	 (Gan	 et	 al.	 2016).	 Además,	 C.	 hirsuta	 puede	 ser	 transformada	














son	 compuestas,	 a	 diferencia	 de	 las	 de	 A.	 thaliana	 que	 son	 simples	 (Hay	 et	 al.	 2014;	Hay	&	
Tsiantis	 2016).	 Además,	 C.	 hirsuta	 produce	 semillas	 más	 grandes,	 con	 mayor	 peso,	 más	
redondeadas	y	con	un	sistema	de	dispersión	por	explosión	del	fruto,	a	diferencia	de	A.	thaliana	
que	 tiene	 semillas	más	 pequeñas	 y	 con	 silicuas	 (frutos)	 dehiscentes	 (Tabla	 I1).	 Actualmente	
desconocemos	si	algunos	de	las	diferencias	que	presenta	C.	hirsuta	están	relacionadas	con	la	
diferente	estrategia	a	la	proximidad	vegetal.		
La	 disponibilidad	 de	 dos	 especies	 próximas	 filogenéticamente	 pero	 que	 difieren	 en	 sus	
respuestas	a	la	sombra	(huida	versus	tolerancia),	nos	proporciona	una	gran	herramienta	para	
estudiar	las	diferencias	moleculares	de	ambas	estrategias	evolutivas.	En	el	segundo	capítulo	de	
la	 presente	 tesis	 presentamos	 un	 estudio	 comparativo	 entre	 A.	 thaliana,	 y	 C.	 hirsuta,	 dos	





























Morfología A.	thaliana (Col-0) C.	hirsuta (Ox)
Forma	 foliar simple compuesta
Tricomas foliares ramificados Sin	ramificar
Nº de	estambres 6 4






Superfície de	la	semilla Con	surcos Con	rugosidades
Peso	de	las	semillas	(mg) 0,02 0,146
Media	de	 la	longitud	del	






Células dels córtex	y	endodermis 8 12

































































VP16	 (del	virus	herpes	simplex	de	animales),	el	 cual	 codifica	un	dominio	con	una	
fuerte	capacidad	activadora	de	la	transcripción.	
• Identificación	 y	 análisis	 de	 los	 interactores	 con	 la	 región	 Nt	 de	 ATHB4,	 para	
establecer	su	relevancia	biológica	en	la	regulación	del	SAS.		





2. 	Estudio	 comparativo	 de	 los	 componentes	 genéticos	 implicados	 en	 las	
respuestas	de	la	planta	a	la	proximidad	vegetal	en	especies	que	evitan	y	toleran	
la	sombra.	
• Identificación	 y	 caracterización	 de	 líneas	 transgénicas	 de	 C.	 hirsuta	 con	 niveles	
reducidos	de	fitocromo	A	(phyA).		





















































































L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7
Motivo EAR1 Motivo EAR2
R1.1














Nt,	que	hasta	el	momento	había	 sido	muy	poco	estudiada.	Así,	 la	 sobreexpresión	de	 formas	
truncadas	de	ATHB4	sin	la	región	Nt	o	con	una	mutación	puntual	de	la	Leu10	por	una	Ala	en	esta	
región,	específicamente	en	un	motivo	EAR	(ETHYLENE-RESPONSIVE	ELEMENT	BINDING	FACTOR-
ASSOCIATED	 AMPHIPHILIC	 REPRESSION)	 (Hiratsu	 et	 al.	 2003;	 Kagale	 et	 al.	 2010;	 Kagale	 &	









DNA	 intacta,	 estos	 resultados	 sugerían	 que	 ATHB4	 mostraba	 dos	 mecanismos	 de	 acción	
complementarios:	como	un	factor	de	transcripción	(que	une	directa	y	específicamente	al	DNA)	
en	 procesos	 biológicos	 como	 la	 regulación	 de	 la	 polaridad	 de	 las	 hojas,	 y	 como	 cofactor	













unirían	 a	 los	 promotores	 de	 los	 genes	 que	 regulan;	 como	 consecuencia,	 la	 actividad	
transcripcional	de	ambas	proteínas	debería	ser	similar.	Por	el	contrario,	si	ATHB4	se	comporta	
como	 un	 factor	 de	 transcripción,	 la	 unión	 de	 las	 proteínas	 ATHB4	 o	 ATHB4-VP16	 a	 los	
promotores	 de	 sus	 genes	 diana	 resultaría	 en	 actividades	 biológicas	 opuestas	 (represión	 y	
activación	 de	 la	 transcripción,	 respectivamente).	 A	 nivel	 fenotípico,	 ambas	 formas	 tendrían	
probablemente	efectos	diferentes	en	 la	 regulación	de	 la	polaridad	de	 las	hojas,	proceso	que	
hemos	postulado	que	se	regula	por	ATHB4	actuando	como	un	factor	transcripcional.	En	cambio,	
si	ATHB4	no	une	al	DNA	en	la	regulación	del	alargamiento	del	hipocotilo	en	respuesta	a	sombra	





Tras	 la	 transformación	 de	Arabidopsis	 para	 la	 sobreexpresión	 de	ATHB4-VP16	 obtuvimos	 un	
total	 de	 35	 plantas	 transgénicas	 independientes	 (transformantes	 primarios,	 T1).	 En	 la	
generación	T2	se	determinó	que	un	total	de	9	líneas	tenían	una	inserción	de	T-DNA,	que	en	la	





en	 luz	 blanca	 continua	 (W).	 A	 partir	 de	 este	 día	 las	 plántulas	 se	 mantuvieron	 en	 W	 o	 se	
transfirieron	 a	 sombra	 simulada	 (W+FR)	 hasta	 el	 día	 7	 (d7)	 (Figura	 R1.2A).	 Como	 se	 vio	










en	 respuesta	 a	 la	 sombra	 simulada.	 (A)	 Esquema	 del	 diseño	 experimental	 utilizado.	 Las	 plantas	
germinaron	(día	0,	d0)	y	crecieron	a	22°C	durante	2	días	(d2)	en	luz	blanca	continua	(W);	posteriormente	
se	mantuvieron	en	W	o	se	transfirieron	a	W	enriquecida	con	luz	roja	lejana	(W+FR)	hasta	el	día	7	(d7).	(B)	




































































la	 sombra	 simulada.	 (A)	 Esquema	 del	
diseño	experimental	utilizado.	Las	plantas	
crecieron	a	22°C	en	W	durante	7	días	(d7)	
y	 se	 trataron	 durante	 1	 h	 con	W+FR.	 Se	
recolectaron	 muestras	 inmediatamente	
antes	(0h)	y	después	de	1	h	de	W+FR	(1h).	
(B)	 Niveles	 de	 mRNA	 de	 ATHB4	 en	
plántulas	 Col-0,	 35S:ATHB4-GFP	 y	




SE.	 Los	 asteriscos	 indican	 las	 diferencias	
estadísticamente	significativas	entre	cada	
genotipo	 y	 Col-0	 para	 cada	 condición	de	















35S:ATHB4-GFP	 e	 incrementada	 en	 las	 líneas	 35S:ATHB4-VP16	 (Figura	 R1.4C-D).	 Estos	

































































Figura	R1.4.	 Efecto	de	 la	 sobreexpresión	de	ATHB4-VP16	y	ATHB4-GFP	en	 la	expresión	de	 los	genes	
OPT1,	ATHB2	y	HAT2	en	plántulas	de	A.	thaliana	en	respuesta	a	la	sombra	simulada.	(A)	Esquema	del	
diseño	experimental	utilizado.	Las	plantas	se	crecieron	tal	y	como	se	detalla	en	la	Figura	R1.3.	(B-D)	Niveles	
de	mRNA	 de	OPT1	 (B),	ATHB2	 (C)	 y	 HAT2	 (D)	 en	 plántulas	 Col-0,	 35S:ATHB4-GFP	 y	 35S:ATHB4-VP16	
cultivadas	como	se	describe	en	A.	Se	representa	la	media	de	tres	réplicas	biológicas,	normalizada	a	los	
niveles	 de	 transcrito	 del	 gen	UBQ10,	 y	 el	 SE.	 Los	 asteriscos	 indican	 las	 diferencias	 estadísticamente	




Tras	 estos	 resultados,	 nos	 planteamos	 estudiar	 el	 papel	 de	 ATHB4	 en	 la	 regulación	 de	 la	
polaridad	 de	 las	 hojas	 de	 la	 roseta	 en	 plantas	 adultas	 (Bou-Torrent	 et	 al.	 2012).	 Por	 tanto,	
comparamos	 este	 carácter	 en	 las	 líneas	 de	 sobreexpresión	 35S:ATHB4-VP16	 y	 en	 la	 línea	




Utilizando	 el	 mismo	 razonamiento	 anterior,	 a	 nivel	 fenotípico,	 si	 ATHB4	 no	 unía	 al	 DNA,	
esperábamos	que	tanto	las	hojas	de	ATHB4-VP16	como	las	de	35S:ATHB4-GR	tratadas	con	DEX	
mostraran	 la	 misma	 actividad	 biológica:	 se	 curvaran	 hacia	 arriba.	 Por	 el	 contrario,	 si	 como	
habíamos	postulado	ATHB4	unía	al	DNA	para	regular	la	polaridad	de	las	hojas,	esperábamos	que	
la	acción	de	ATHB4-VP16	fuera	opuesta	a	la	de	ATHB4.	Para	estos	ensayos	las	rosetas	de	plantas	
crecidas	 en	 fotoperiodo	 de	 día	 corto	 (Short	 Day,	 SD;	 8h	W/16h	 D)	 de	 3	 semanas	 desde	 la	









DEX)	 (Figura	 R1.5F-I)	 y	 35S:ATHB4-VP16	 (Figura	 R1.5J-M).	 En	 las	 imágenes	 de	 las	 series	



















También	 realizamos	 cortes	 transversales	 de	 hojas	 (3	 mm)	 para	 mostrar	 el	 efecto	 de	 la	
sobreexpresión	 de	 las	 líneas	 en	 la	 respuesta	 a	 la	 sombra	 (Figura	 R1.6).	 A	 pesar	 de	 que	 en	
nuestros	experimentos	 incluimos	Col-0	 tratado	con	DEX	 (+DEX)	o	sin	 tratar,	como	control	de	
35S:ATHB4-VP16,	 que	 no	 requiere	 DEX,	 como	 el	 fenotipo	 es	 idéntico,	 sólo	 se	 incluyen	 las	
imágenes	de	Col-0	tratado	con	DEX.	Este	ensayo	mostró	que	en	las	líneas	35S:ATHB4-GR	tratadas	
con	DEX	crecidas	en	W	las	hojas	se	curvaban	hacia	arriba,	lo	que	sugería	que	la	expansión	relativa	
de	 la	 parte	 abaxial	 de	 las	 hojas	 era	 mayor	 que	 la	 adaxial.	 Por	 el	 contrario,	 en	 las	 líneas	












































































































































de	 la	 dimerización	 con	 cremalleras	 de	 Leucinas	 (Ariel	 et	 al.	 2007).	 En	 nuestro	 laboratorio	 se	
dividió	ATHB4	en	cuatro	regiones	o	dominios	(residuos):	Nt,	HD,	Z	y	Ct	(Figura	R1.1A).	En	algunas	
de	estas	regiones	se	encuentran	motivos	de	gran	relevancia	para	la	función	de	ATHB4	(Figura	
R1.1B):	 en	el	HD	hay	una	 señal	de	 localización	nuclear	 (Nuclear	 Localization	 Signal,	NLS)	 y	 la	
región	Nt	que	contiene	dos	motivos	EAR	muy	conservados	(LxLxLxL	y	LNLxL)	(Hiratsu	et	al.	2003;	
Kagale	et	al.	2010;	Kagale	&	Rozwadowski	2011).	Estos	motivos	se	han	implicado	en	la	represión	
transcripcional	 y	 en	 la	 interacción	 proteína-proteína	 (Szemenyei	 et	 al.	 2008;	 Kagale	 &	
Rozwadowski	2011;	Pauwels	et	al.	2010).	
Tras	un	escrutinio	empleando	el	sistema	de	doble	híbrido	de	levadura	(Y2H,	del	inglés	Yeast	Two	
Hybrid,	 realizado	por	 la	compañía	Hybrigenics)	con	 la	proteína	ATHB4	entera,	se	 identificaron	
más	de	70	interactores	de	ATHB4.	Entre	ellos,	nos	centramos	en	TOPLESS	(TPL),	TPL-RELATED	4	








































































la	 izquierda	se	 indica	 las	combinaciones	de	proteínas	hibridas	empleadas	en	el	ensayo.	A	 la	derecha	se	
muestran	 las	 diluciones	 de	 cultivos	 crecidos	 a	 partir	 de	 colonias	 resultantes	 del	 mating	 en	 medios	































Por	 ello	 estudiamos	 la	 respuesta	del	 hipocotilo	 a	 sombra	 simulada	en	plantas	 con	 la	 función	
















Los	 asteriscos	 indican	 las	 diferencias	
estadísticamente	significativas	en	la	longitud	de	los	








de	 sombra	 simulada;	 otros	 casos	 como	 SAUR15	 (Figura	 R1.10D),	 XTR7	 o	 HAT2	 (datos	 no	
mostrados)	no	mostraban	cambios.		























































































































































































Figura	 R1.11.	 Efecto	 de	 la	 mutación	 tpl-1	 en	 la	 longitud	 del	 hipocotilo	 en	 respuesta	 a	 la	 sombra	
simulada.	 (A)	 Las	 plantas	 se	 crecieron	 tal	 y	 como	 se	 detalla	 en	 la	 Figura	 R1.2.	 (B)	 Longitud	 de	 los	
hipocotilos	de	plántulas	silvestres	Ler-0	y	la	línea	tpl-1	cultivadas	como	se	indica	en	A.	Los	datos	de	tpl-1	
se	representan	divididos	en	grupos	según	los	diferentes	fenotipos	observados.	Las	barras	representan	la	







































































































































































(Figura	 R1.13A).	 Seleccionamos	 por	 PCR	 mutantes	 en	 homocigosis	 utilizando	 los	
oligonucleótidos	 específicos	 correspondientes.	 Posteriormente	 se	 obtuvo	 el	 doble	 mutante	
tpr4-10	tpl-20	mediante	el	cruce	de	los	dos	mutantes	simples	(Figura	R1.13B),	y	se	analizó	el	
alargamiento	 del	 hipocotilo	 en	 respuesta	 a	 sombra	 simulada	 (Figura	 R1.13C).	 Tanto	 los	
mutantes	 simples	 (tpr4-10	 y	 tpl-20)	 como	 el	 doble	 mutante	 (tpr4-10	 tpl-20)	 presentaban	
hipocotilos	 igual	 de	 largos	 que	 las	 plantas	 silvestres	 en	 luz	W,	 pero	 la	 respuesta	 a	 sombra	
simulada	era	significativamente	menor	en	todos	ellos.	Estos	resultados	indicaban	que	TPL	y	TPR4	
tendrían	 un	 papel	 positivo	 en	 la	 regulación	 del	 alargamiento	 del	 hipocotilo	 en	 respuesta	 a	
sombra	simulada	y	actuaría	como	un	represor	transcripcional.	
Las	respuestas	tanto	de	la	sobreexpresión	de	TPL	como	del	mutante	tpl-1	(dominante	negativo),	




















































































































































































mismo	cribado	de	Y2H.	 SEU	está	descrito	 como	una	proteína	que	 forma	parte	de	 complejos	
represores	de	 la	 transcripción	 (Gregis	et	al.	 2006;	Pfluger	and	Zambryski	2004;	 Sridhar	et	al.	
2004);	 no	obstante,	 otros	 autores	 indican	que	 SEU	podría	 actuar	 como	activador	 o	 represor	
dependiendo	del	contexto	celular	(Mannervik	et	al.	1999;	Freiman	and	Tjian	2002;	Pfluger	and	
Zambryski	2004).	Estas	observaciones	nos	llevaron	a	profundizar	en	la	interacción	SEU-ATHB4,	
y	 si	 esta	 interacción	 tenía	 relevancia	 en	 la	 regulación	 del	 SAS.	 Con	 el	 objetivo	 de	 validar	 la	






































































































































































































































que	 contiene	 el	 mutante	 seu-3	 respecto	 al	 alelo	 WT.	 (B,C)	 Longitud	 de	 los	 hipocotilos	 de	 plántulas	
silvestres	Col-0	y	la	línea	seu-3	cultivadas	tal	y	como	se	detalla	en	la	Figura	R1.2.	Las	barras	representan	la	














WT:  gct-aat-caa-ctt-ctt-… 
          A   N   Q   L   L   
 
seu-3: gct-aat-taa 



















































Col-0	 y	 seu-3	 cultivadas	 como	 se	 indica	 en	 A.	 Se	 representa	 la	 media,	 normalizada	 a	 los	 niveles	 de	








de	Nt-ATHB4	 in	 planta.	 Esta	 aproximación	 se	 realizó	durante	una	estancia	de	4	meses	 en	el	
laboratorio	del	Dr.	Graf	en	el	“Max	Planck	Institute	for	Molecular	Plant	Physiology”	en	Golm,	
Alemania.	 Utilizamos	 una	 línea	 pMG62	 disponible	 en	 el	 laboratorio	 (Gallemi	 2013)	 que	
sobreexpresaba	 los	dominios	N-terminal	y	HD	de	ATHB4	fusionados	a	 la	GFP	(35S:NtHD-GFP)	





para	 los	 posteriores	 experimentos	 de	 inmunoprecipitación.	 Tras	 seleccionar	 las	 líneas	






























































































































































en	respuesta	a	sombra	simulada	en	plántulas	 (Figura	R1.18)	mostró	que	 las	 líneas	NtHD-GFP	
presentaban	una	ligera	atenuación	en	el	alargamiento	del	hipocotilo	en	respuesta	a	W+FR	en	
comparación	de	las	plántulas	silvestres,	un	fenotipo	que	recordaba	al	de	las	plántulas	de	la	línea	
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cabo	 el	 cribado	 proteómico.	 En	 primer	 lugar,	 analizamos	 la	 actividad	 GFP	 por	 microscopía	
confocal	 en	 plantas	 crecidas	 a	 22°C	 durante	 d7	 en	W	 y	 tratadas	 con	 oscuridad	 durante	 12h	
(Figura	R1.19).	Previamente	habíamos	observado	que	el	tratamiento	de	1-3h	con	W+FR	parecía	
estabilizar	la	proteína	ATHB4-GFP;	como	estos	experimentos	se	iban	a	realizar	en	el	laboratorio	
del	 Dr.	 A.	 Graf,	 que	 no	 disponía	 de	 cámaras	 para	 proporcionar	 las	 condiciones	 de	 W+FR,	
procedimos	a	dar	un	 tratamiento	de	oscuridad	 sustitutorio	porque	observamos	que	 tanto	 la	
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Figura	 R1.19.	 Detección	 de	 la	 actividad	 GFP	 de	 ATHB4-GFP	 y	 NtHD-GFP.	 (A)	 Esquema	 del	 diseño	
experimental	utilizado.	Las	plantas	crecieron	a	22°C	durante	7	días	(d7)	en	luz	blanca	continua	(W)	y	se	
trataron	con	oscuridad	durante	12h.	(B)	Se	muestran	imágenes	de	fluorescencia	confocal	de	hipocotilos	








de	 plántulas	 en	 condiciones	 nativas,	 aislar	 los	 complejos	mediante	 inmunoprecipitación	 con	
anticuerpos	 comerciales	 anti-GFP	 (Figura	 R1.20A)	 e	 identificar	 los	 posibles	 interactores	 de	
ATHB4	 mediante	 cromatografía	 líquida	 (LC),	 la	 cual	 separa	 los	 péptidos	 según	 la	 polaridad	
mediante	 una	 elución	 en	 gradiente	 que	 se	 conduce	 hacia	 dos	 espectrómetros	 de	 masas	













interactores	 de	ATHB4	 vía	 el	 dominio	N-terminal.	Esquema	 de	 la	 inmunoprecipitación	 para	 purificar	
complejos	de	la	proteína	de	interés	(A)	y	del	procedimiento	para	la	identificación	de	posibles	interactores	




Previamente	 se	 establecieron	 las	 condiciones	 de	 crecimiento:	 las	 plántulas	 de	 las	 líneas	
35S:ATHB4-GFP,	35S:NtHD-GFP	y	35S:GFP	crecieron	a	22°C	en	LD.	En	d7,	se	trataron	durante	6h	
con	oscuridad	(Figura	R1.21A).	Tras	ello,	se	realizó	primero	una	extracción	de	proteína	total	en	
condiciones	 desnaturalizantes,	 que	 se	 separó	 mediante	 electroforesis	 en	 gel	 de	 SDS-
poliacrilamida	 (SDS-PAGE)	 y	 se	 procedió	 a	 la	 detección	de	 las	 proteínas	 por	 inmunoblot	 con	
anticuerpos	 anti-GFP	 (Figura	 R1.21B).	 Mientras	 que	 la	 forma	 35S:GFP	 se	 detectaba	 sin	
problemas,	 las	 proteínas	 ATHB4-GFP	 y	 NtHD-GFP	 se	 detectaban	 con	 mayor	 dificultad.	 A	
continuación	se	crecieron	plántulas	en	las	mismas	condiciones	y	se	extrajeron	proteínas	totales,	
esta	 vez	 en	 condiciones	 nativas.	 Para	 la	 inmunoprecipitación,	 empleamos	 un	 kit	 comercial	
(µMACS	GFP	Isolation	Kit	de	Macs	molecular)	con	columnas	que	contenían	partículas	magnéticas	
que	 retenían	 las	 beads	 magnéticas	 conjugadas	 con	 el	 anticuerpo	 anti-GFP.	 Esto	 permitió	 la	
purificación	 por	 elución	 de	 ATHB4-GFP,	 NtHD-GFP	 y	 la	 GFP	 sola,	 junto	 con	 las	 moléculas	
acomplejadas	 con	 estas	 proteínas.	 En	 estos	 eluídos,	 que	 constituyeron	 los	 extractos	
inmunoprecipitados,	 verificamos	 la	 presencia	 de	 las	 proteínas	 fusionadas	 a	 la	 GFP	 por	















































condiciones	 desnaturalizantes.	 Se	 indica	 con	 una	 flecha	 roja	 las	 bandas	 que	 corresponderían	 a	 las	
proteínas	 detectadas	 tras	 la	 extracción	 total	 de	 proteína	 (B),	 y	 en	 extractos	 de	 las	 proteínas	
inmunoprecipitadas.	 Se	 indica	 con	 una	 flecha	 roja	 las	 bandas	 que	 corresponderían	 a	 las	 proteínas	
detectadas	 tras	 la	 inmunoprecipitación	 con	 anti-GFP	 (C)	 separadas	 en	 electroforesis	 en	 gel	 de	 10	 %	
poliacrilamida	 con	 SDS	 (10%	 SDS-PAGE).	 Como	 control	 de	 la	 inmunoprecipitación	 se	 utilizó	 una	 línea	
transgénica	 sobreexpresora	 de	 la	GFP	 (35S:GFP).	 Las	 proteínas	 se	 detectaron	 por	 inmunoblot	 usando	
anticuerpos	comerciales	contra	la	GFP	(anti-GFP).	(D)	Tabla	simplificada	de	los	resultados	obtenidos	tras	
las	 lecturas	 del	 LC-MS/MS.	 Se	 muestran	 los	 putativos	 interactores	 por	 accesión,	 nombre,	 función	

















AT3G14210 EPITHIOSPECIFIER	MODIFIER	1	(ESM1) Actividad	hidrolasa	éster	carboxilico	 12,00



























AT3G26560 ATP-dependent	 RNA	helicase Unión	 a	ATP	y		mRNA 3,00















(Tabla	 R1.1).	 Seleccionamos	 sólo	 los	 interactores	 cuyo	 valor	 total	 adjudicado	 era	 mayor	 al	
detectado	 para	 ATHB4	 (At2g44910)	 y	 en	 las	 proteínas	 descritas	 con	 localización	 subcelular	
nuclear.	En	la	Figura	R1.21D	mostramos	los	11	interactores	candidatos	seleccionados	detallando	
su	 código	 AGI,	 nombre,	 función	 molecular	 descrita,	 respuestas	 a	 diferentes	 condiciones	
ambientales	en	 las	que	 se	han	 implicado	y	 valoración	 (obtenida	 como	se	detalla	en	 la	Tabla	
R1.1).	 Se	 incluye	 ATHB4	 como	 referencia	 (código	 AGI	 en	 rojo).	 De	 entre	 estos	 11	 putativos	





mediante	 la	 estrategia	 de	 inmunoprecipitación	 en	 planta.	 Lista	 de	 los	 putativos	 interactores	
identificados	por	el	código	AGI.	Se	determinó	la	abundancia	de	cada	proteína	inmunoprecipitada	con	anti-
GFP	en	una	réplica	biológica	de	extractos	de	plantas	35S:NtHD-GFP	y	dos	réplicas	de	plantas	35S:GFP.	Ab.	
rel:	Para	cada	proteína	se	estimó	 la	abundancia	relativa	obteniendo	el	 ratio	entre	 la	abundancia	en	 la	
muestra	35S:NtHD-GFP	y	cada	una	de	las	dos	muestras	35S:GFP	(fold	change	1,	FC1	y	FC2).	Si	FC1>5	y	
FC2>5,	se	asigna	un	valor	de	2;	si	el	FC1>5	o	FC2>5,	se	asigna	un	valor	de	1;	y	si	en	ambas	comparaciones	
el	 FC<5,	 se	 asigna	 un	 valor	 de	 0.	 PepCount>2:	 Número	 de	 péptidos	 totales	 detectados	 por	 el	
cromatógrafo;	se	le	otorga	valor	de	1	cuando	se	detectaron	más	de	dos	péptidos.	PepUniq>2:	Número	de	
péptidos	únicos	detectados	por	el	cromatógrafo;	se	otorga	el	valor	1	cuando	se	detectaron	más	de	dos	





Código		AGI Ab.	Rel PepCount	(>2) PepUniq	(>2) Ab.	 rel	PepUniq Total
AT1G31440	 2 1 1 9,0 13,0
AT2G25980	 1 1 1 9,2 12,2
AT3G14210	 1 1 1 8,0 11,0
AT3G14220	 2 1 1 4,2 8,2
AT4G32760	 2 1 1 3,0 7,0
AT1G67730	 2 1 1 3,0 7,0
AT3G62120	 1 1 1 3,0 6,0
AT1G52100	 2 1 1 3,8 7,8
AT3G16470	 2 1 1 2,9 6,9
AT3G21370	 2 1 1 2,7 6,7
AT3G16430	 2 1 1 2,7 6,7
AT1G10200	 1 1 1 2,0 5,0
AT2G26250	 1 1 1 2,0 5,0
AT3G32980	 1 1 1 1,0 4,0
AT2G34470	 1 1 1 1,0 4,0
AT3G16440	 1 1 1 1,3 4,3
AT5G26280	 2 1 1 1,9 5,9
AT5G08180	 2 1 1 1,0 5,0
AT4G36880	 2 1 1 1,0 5,0
AT2G06850	 1 1 1 1,0 4,0
AT5G64730	 1 1 1 1,0 4,0
AT5G64100	 2 1 1 1,3 5,3
AT3G45780	 1 1 1 1,0 4,0
AT1G26630	 1 1 1 1,5 4,5
AT5G14660	 1 1 1 1,0 4,0
AT2G45640	 1 1 1 1,5 4,5
AT1G24510	 1 1 1 1 4,3
AT3G53740	 2 1 0 1 3,5
AT3G26560	 2 1 0 0 2,0
AT1G52400	 1 1 0 1 2,8
AT4G18480	 1 1 0 1 2,5
AT2G44910





interacciona	 con	 SAP18	 (Figura	 R1.22A).	 También	 realizamos	 un	 ensayo	 de	 BiFC	 entre	 la	
proteína	SAP18	y	la	región	Nt-ATHB4	(en	estos	ensayos	utilizamos	la	forma	Nt-ATHB4,	debido	a	






selectivos	de	 transformación	y	de	 interacción	entre	 las	proteínas	híbridas,	 respectivamente.	Todos	 los	
ensayos	 se	 realizaron	 un	mínimo	 dos	 veces	 obteniendo	 resultados	 iguales.	 La	 combinación	 entre	 las	
proteínas	BD-p53	y	AD-SV40	se	usó	como	control	positivo	de	 interacción,	 y	 los	vectores	vacíos,	 como	
negativos.	Nt-ATHB4,	aminoácidos	1-142	de	ATHB4;	Nt-TPL,	aminoácidos	1-242	de	TPL;	SAP18,	proteína	
SAP18	entera.	 (B)	Ensayo	de	BiFC	en	hojas	de	N.	benthamiana	 tras	3	días	de	 la	agroinfiltración	de	 las	
proteínas	fusionadas	a	YN-	y	YC-	indicadas.	Se	muestran	imágenes	de	fluorescencia	en	confocal	de	células	













línea	 mutante	 de	 inserción	 de	 T-DNA	 (colección	 GABI-KAT)	 que	 llamamos	 sap18-10	 (Figura	
R1.23A).	Para	comprobar	si	este	alelo	era	de	pérdida	de	función,	localizamos	la	inserción	de	T-
DNA	 y	 analizamos	 los	 niveles	 de	 expresión	 de	 SAP18	 por	 RT-qPCR	 utilizando	 dos	 pares	 de	
oligonucleótidos,	 uno	 antes	 (MJO71+MJO72)	 y	 otro	 después	 (MJO73+MJO74)	 del	 sitio	 de	






nombres	 correspondientes.	 (B)	Diseño	 experimental	 utilizado.	 Las	 plantas	 se	 crecieron	 tal	 y	 como	 se	
detalla	en	la	Figura	R1.17B.	(C)	Niveles	de	mRNA	de	SAP18	en	plántulas	Col-0	y	sap18-10	cultivadas	como	









































































































































































cultivadas	 como	 se	 indica	 en	 A.	 Las	 barras	
representan	la	media	de	la	longitud	y	el	SE	de	un	
experimento	 representativo.	 Los	 asteriscos	
indican	 las	 diferencias	 estadísticamente	
significativas	 entre	 genotipos	 para	 cada	




















































































Zip.	 Por	 el	 contrario,	 observamos	 crecimiento	 en	 las	 combinaciones	 que	 expresaban	 las	




































TPL	 (A)	 y	 SAP18	 (B).	 A	 la	 derecha	 se	muestran	 las	 diluciones	de	 cultivos	 crecidos	 a	partir	 de	 colonias	
resultantes	del	mating,	 como	se	describe	en	 la	 figura	R1.8A.	SD-LW	y	SD-HLW	se	 refiere	a	 los	medios	
selectivos	de	 transformación	y	de	 interacción	entre	 las	proteínas	híbridas,	 respectivamente.	Todos	 los	
ensayos	se	 realizaron	un	mínimo	dos	veces	obteniendo	resultados	similares.	La	combinación	entre	 las	
proteínas	BD-p53	 y	AD-SV40	 se	 usó	 como	 control	 positivo	 de	 interacción	 y	 los	 vectores	 vacíos,	 como	






































ATHB4	 en	 las	 respuestas	 del	 SAS.	 Por	 ello,	 fusionamos	 ATHB4E1E2m	 al	 dominio	 GR	 para	 ser	
expresado	 bajo	 el	 promotor	 constitutivo	 35S	 (35S:ATHB4E1E2m-GR;	 pMJ91).	 Transformamos	
plantas	de	A.	thaliana	con	esta	construcción,	obteniendo	un	total	de	24	plantas	transgénicas	
independientes	(transformantes	primarios,	T1).	En	la	generación	T2	se	determinó	que	un	total	
de	5	 líneas	 tenían	1	 inserción	de	T-DNA,	que	en	 la	generación	T3	 se	 llevaron	a	homocigosis.	
Caracterizamos	molecular	y	fisiológicamente	tres	de	ellas	(#032,	#063,	#103).	A	continuación,	
analizamos	 el	 alargamiento	 del	 hipocotilo	 en	 respuesta	 a	 sombra	 simulada	 de	 plántulas	
silvestres,	 35S:ATHB4-GR	 y	 35S:ATHB4E1E2m-GR	 (Figura	 R1.27).	 Basándonos	 en	 experimentos	
anteriores,	 y	 ya	que	 la	 aplicación	de	DEX	no	afectaba	 significativamente	 el	 alargamiento	del	
hipocotilo	 cuando	 las	 plantas	 crecían	 en	 W	 (Gallemi	 et	 al.	 2017),	 se	 simplificaron	 los	
experimentos	 estudiando	 el	 efecto	 de	 la	 DEX	 en	 plantas	 crecidas	 en	 W+FR.	 Las	 plantas	 se	
germinaron	en	medio	 suplementado	 sin	 (-DEX)	o	 con	DEX	 (+DEX),	 se	 crecieron	a	 22°C	en	W	
durante	d2	y	posteriormente	se	transfirieron	a	W+FR	hasta	d7	(Figura	R1.27A).	Las	plántulas	
Col-0	 presentaban	 hipocotilos	 largos	 en	 respuesta	 a	 sombra	 independientemente	 del	






en	 la	 inhibición	 de	 la	 longitud	 del	 hipocotilo	 en	 respuesta	 a	 sombra	 simulada,	 si	 bien	 sería	
































































(toda	 la	 región	Nt)	 (Δ142ATHB4)	y	que	estaba	 fusionada	al	GR	 (35S:Δ142ATHB4-GR,	pMG27)	
presentaba	una	actividad	biológica	atenuada	(respuesta	del	hipocotilo	a	la	sombra	simulada),	
































































































Utilizamos	 inicialmente	 las	 construcciones	 35S:GFP	 y	 35S:ATHB4-GFP,	 disponibles	 en	 el	
laboratorio,	para	agroinfiltrar	hojas	de	N.	benthamiana,	que	crecieron	en	LD	a	22°C.	Tras	3	días	
de	 la	 agroinfiltración	 se	 mantuvieron	 en	W	 o	 se	 transfirieron	 a	 W+FR	 durante	 1	 hora.	 Los	
resultados	que	obtuvimos	tras	el	tratamiento	con	W	o	1	h	de	W+FR	indicaban	que	en	el	caso	de	
la	 GFP	 ni	 la	 localización	 ni	 la	 intensidad	 de	 la	 fluorescencia	 variaban	 debido	 a	 los	 distintos	
tratamientos	de	luz;	en	cambio,	en	las	hojas	transformadas	con	35S:ATHB4-GFP	la	intensidad	de	





aminoácidos	 de	 ATHB4,	 y	 los	 clonamos	 bajo	 el	 control	 del	 promotor	 35S	 (construcciones	




























era	 muy	 baja	 en	 W	 pero	 tras	 1h	 en	 sombra	 simulada	 la	 fluorescencia	 era	 detectable	 y	 se	
localizaba	en	el	núcleo,	tal	como	habíamos	visto	anteriormente	(Figura	R1.29B).	Como	las	tres	
construcciones	 carentes	 de	 los	 motivos	 EAR	 (por	 eliminación	 o	 por	 mutaciones	 puntuales	
dirigidas)	no	presentaban	cambios	en	 la	 fluorescencia	entre	el	 tratamiento	de	W	y	de	W+FR,	
postulamos	que	 los	motivos	EAR	participarían	en	 la	estabilidad	de	 la	proteína	en	respuesta	a	
sombra	simulada.	Este	conjunto	de	resultados	nos	indica	que	los	motivos	EAR	participan	en	la	
interacción	de	ATHB4	 con	TPL	 y	 SAP18.	Además,	 estos	motivos	parecen	 importantes	para	 la	





Nt HDHD Ct GFPZ Ct35S x x
W W+FR
Nt HDHD Ct GFPZ Ct35SNt HDHD Ct GFPZ Ct35S
W W+FR W W+FR
Nt HDHD Ct GFPZ Ct35SGFP35S
















Figura	 R1.29.	 Localización	 subcelular	 de	
ATHB4-GFP,	Δ50ATHB4-GFP,	Δ30ATHB4-GFP	y	
ATHB4E1+E2m-GFP	 en	 respuesta	 a	 la	 sombra	




transfirieron	 a	 W+FR	 durante	 1	 hora	 en	 una	
cámara	 a	 22°C.	 Se	 muestra	 la	 localización	
subcelular	 de	 GFP	 (A),	 ATHB4-GFP	 (B),	
Δ50ATHB4-GFP	 (C),Δ30ATHB4-GFP	 (D)	 y	
ATHB4E1+E2m-GFP	(E).	Se	muestran	imágenes	de	







Nt HDHD Ct GFPZ Ct35S x x
W W+FR
Nt HDHD Ct GFPZ Ct35SNt HDHD Ct GFPZ Ct35S
W W+FR W W+FR
Nt HDHD Ct GFPZ Ct35SGFP35S







































































































diferencias	 estadísticamente	 significativas	 entre	 plántulas	 crecidas	 en	W+FR	 respecto	 a	W	 para	 cada	







Se	 sabe	 que	 en	 plántulas	 de	 A.	 thaliana	 crecidas	 en	 W+FR	 los	 niveles	 de	 los	 pigmentos	
fotosintéticos	carotenoides	(CRT)	y	clorofilas	(CHL)	se	reducen	(Roig-Villanova	et	al.	2006;	Bou-
Torrent	 et	 al.	 2015).	 En	 colaboración	 con	 el	 grupo	del	Dr.	M.	Rodríguez-Concepción	 (CRAG),	
estudiamos	el	efecto	de	la	sombra	simulada	en	los	niveles	de	CRT	y	CHL	(cuantificados	por	HPLC)	

















































































































































Por	 otro	 lado,	 la	 expresión	 de	 genes	 marcadores	 de	 sombra,	 como	 PIL1	 y	 ATHB2,	 estaba	
rápidamente	 inducida	 tanto	en	plántulas	de	A.	 thaliana	 como	de	C.	hirsuta	 (Christiane	Then,	
comunicación	personal;	ver	Figura	R2.19B,	datos	para	Ox).		
En	 conjunto,	 estos	 resultados	 indicaban	 que	 C.	 hirsuta	 era	 capaz	 de	 percibir	 la	 sombra	 y	
responder	molecularmente	a	ella,	si	bien	los	hipocotilos	no	se	alargaban	(en	contraste	con	A.	






Analizamos	 estas	 posibilidades	 estudiando	 el	 papel	 del	 phyA,	 descrito	 en	 A.	 thaliana	 como	
regulador	negativo	de	 las	 respuestas	del	SAS	del	hipocotilo.	Así,	plántulas	de	A.	 thaliana	 con	
niveles	reducidos	o	incrementados	de	PHYA	responden	más	o	menos	a	diferentes	condiciones	






hipocotilo	significativamente	más	 largo	que	 las	plántulas	de	AOX	en	W.	Al	 tratar	con	sombra	






diseño	 experimental	 utilizado.	 Las	 plantas	
crecieron	tal	y	como	se	detalla	en	la	Figura	R2.1A.	
(B)	 Longitud	 de	 los	 hipocotilos	 de	 plántulas	
silvestres	 No-0	 y	 AOX	 (35S:AsPHYA)	 cultivadas	
como	 se	 indica	 en	 A.	 Las	 barras	 representan	 la	
media	 de	 la	 longitud	 y	 el	 SE	 de	 un	 experimento	
representativo.	 Los	 asteriscos	 indican	 las	
diferencias	 estadísticamente	 significativas	 entre	
los	tratamientos	con	W	y	W+FR	para	cada	genotipo	
(Prueba	t	de	Student;	**	P<0,01).	Las	cruces	indican	










































































































Figura	R2.4.	 Efecto	de	 la	 sobreexpresión	de	PHYA	 sobre	 la	 expresión	de	 los	 genes	PIL1	 y	ATHB2	 en	
plántulas	de	A.	thaliana	en	respuesta	a	sombra	simulada.	(A)	Esquema	del	diseño	experimental	utilizado.	








Estos	 resultados,	 junto	 con	 otros	 disponibles	 del	mutante	 deficiente	 en	 PHYA	 realizados	 en	
nuestras	mismas	condiciones	de	luz	y	crecimiento	(Martínez-García	et	al.	2014a),	indicaban	que	











































































































































































































































































































































































































































plántulas	 crecieron	 y	 se	 recogieron	 en	 oscuridad	 (Figura	 R2.6A,	 plántulas	 etioladas,	
caracterizadas	por	mostrar	los	cotiledones	cerrados,	sin	expandir	y	el	hipocotilo	muy	largo).	Se	
observó	que	los	niveles	de	PHYA	para	las	dos	especies	eran	similares	en	el	día	3	(d3),	apenas	
cambiaban	 con	 la	 edad	de	 la	 plántula	 en	A.	 thaliana	 y	 aumentaban	 significativamente	 en	C.	
hirsuta	a	partir	del	día	5	(d5)	(Figura	R2.6B).	Para	cuantificar	los	niveles	de	proteína	PHYA	(Figura	
R2.6C,	D),	se	realizó	una	extracción	total	de	proteínas	en	condiciones	desnaturalizantes,	que	se	









proteína	 PHYA	 en	 plántulas	 etioladas	 es	 mayor	 que	 en	 A.	 thaliana,	 sugiriendo	 que	 este	













































































































Con	el	 fin	de	estudiar	 la	hipótesis	de	que	niveles	altos	o	bajo	de	phyA	podrían	resultar	en	 la	
diferencia	de	entrategia	de	 tolerancia	o	en	 la	huida	de	 la	 sombra,	 se	generaron	y	analizaron	
líneas	de	C.	hirsuta	 con	niveles	 reducidos	de	phyA	mediante	 sobreexpresión	de	un	RNAi	 (en	
inglés,	RNA	interference)	dirigido	contra	el	gen	que	codifica	el	PHYA	de	C.	hirsuta	(RNAi:ChPHYA)	
(plásmido	pCT31	generado	por	C.	Then).	Tras	la	transformación	de	plantas	de	C.	hirsuta	con	este	


































a	 los	 niveles	 de	 tránscrito	 del	 gen	 EF1α	 y	 el	 SE	 de	 tres	 réplicas	 biológicas.	 Los	 asteriscos	 indican	 las	
diferencias	 estadísticamente	 significativas	 para	 cada	 línea	 RNAi:ChPHYA	 respecto	 a	 la	 silvestre	 (Ox)	
(Prueba	 t	 de	 Student;	 **	 P<0,01).	 (D)	Detección	 por	 análisis	 inmunoblot	 de	 proteína	 PHYA	 y	 TUB	 en	































Ox #134 #0532 #0865
RNAi:ChPHYA


































Figura	R2.8.	 Longitud	del	hipocotilo	de	plántulas	de	 líneas	 transgénicas	RNAi:PHYA	 de	C.	hirsuta	 en	
respuesta	a	sombra	simulada.	(A)	Esquema	del	diseño	experimental	utilizado.	Las	plantas	crecieron	tal	y	
como	se	detalla	en	la	Figura	R2.1A.	(B)	Longitud	de	los	hipocotilos	de	plántulas	de	C.	hirsuta	silvestres	(Ox)	
y	RNAi:ChPHYA	 cultivadas	 como	 se	 describe	 en	A.	 Se	 representa	 la	media	 de	 la	 longitud	 y	 el	 SE.	 Los	







sombra	 en	 C.	 hirsuta	 se	 realizó	 un cribado	 genético	 de	 una	 población	 mutagenizada	 con	
MetanoSulfonato	de	Etilo	 (EMS,	del	 inglés	 Ethyl	MethaneSulfonate,)	 de	C.	 hirsuta	 (población	









































































M2;	 (2)	 esquema	 de	 las	 condiciones	 de	 crecimiento	 para	 el	 cribado	 (3)	 identificación	 y	 selección	 de	















2. Condiciones de crecimiento.1. Siembra equidistante de ~100 semillas
de cada una de las 200 familias (M2).
Familia	1 Familia	2	
4. Crecimiento y producción de semillas
(M3) de los mutantes putativo:
Comprobación del fenotipo mutante.
3. Identificación y selección de plántulas









hipocotilos	 largos	 tanto	 en	 W+FR	 como	 en	 W	 (12	 mutantes;	 p.	 ej.,	 m8.3).	 De	 éstos,	 nos	
interesaban	los	mutantes	del	grupo	(1),	ya	que	buscábamos	mutantes	que	hubieran	recuperado	
la	 capacidad	 de	 responder	 a	 sombra	 en	 contraste	 con	 las	 plántulas	 Ox,	 que	 mostraban	 un	
crecimiento	 del	 hipocotilo	 similar	 en	 ambas	 condiciones	 (Figura	R2.1B).	 De	 los	 14	mutantes	
obtenidos,	nos	centramos	en	los	que	mostraban	fenotipos	más	fuertes,	es	decir,	aquellos	cuyos	
hipocotilos	eran	más	 largos	en	W+FR.	Además,	con	 la	finalidad	de	caracterizar	 las	respuestas	








































del	 inicio	 de	 la	 inducción	 de	 la	 germinación,	 las	 placas	 se	mantuvieron	 en	 oscuridad	 (Dark,	 D)	 	 o	 se	


















m8.3	 -	 WT	 WT	 	
m10.2	 ++	 Ciega	 WT	 	
m31.1	 -	 Na	 Na	 	
m31.2	 ++	 Ciega	 WT	 	
m33.1	 -	 Na	 Na	 	
m37.1	 -	 Na	 Na	 	
m39.1	 -	 Na	 Na	 	
m39.2	 +	 Na	 Na	 Sin	semillas	
m55.1	 +	 WT	 WT	 	
m66.1	 +	 Na	 Na	 Sin	semillas	
m70.1	 +?	 WT	 ?	 Problemas	de	germinación	
m74.1	 ++	 WT	 Na	 Problemas	de	germinación	
m77.1	 ++	 Na	 Na	 Sin	semillas	
m91.1	 ++	 Na	 Na	 Sin	semillas	
m96.1	 ++?	 WT	 WT	 	
m104.2	 -	 WT	 ?	 Problemas	de	germinación	
m110.3	 -	 WT	 ?	 Problemas	de	germinación	
m116.1	 ++	 Hiposensible	 Hiposensible	 	
m126.2	 -	 Na	 Na	 	
m133.1	 -	 WT	 Hiposensible	 	
m143.4	 -	 Na	 Na	 	
m147.1	 ++	 Ciega	 Ciega	 Problemas	de	germinación	
m181.1	 ++	 Ciega	 WT	 	
m181.2	 ++	 Ciega	 WT	 	
m194.1	 -	 WT	 Ciega	 	












El	 conjunto	 de	 análisis	 fenotípicos	 realizados	 con	 las	 semillas	 de	 las	 diferentes	 generaciones	








Figura	 R2.10.	 Comparación	 de	 la	 respuesta	 del	
hipocotilo	 de	 los	 tres	 mutantes	 de	 C.	 hirsuta	
seleccionados	 (generación	 M4)	 a	 diferentes	
condiciones	de	luz.	(A)	Longitud	del	hipocotilo	de	
plántulas	 crecidas	 en	 W+FR,	 tal	 como	 se	























































































































































































































































































de	 libertad)	 (Figura	R2.11B)	 indicando	que	el	 fenotipo	 sis	 estaba	 causado	por	una	mutación	
monogénica	 y	 recesiva.	 A	 la	 vez	 se	 realizaron	 análisis	 de	 segregación	 en	 FRc,	 condición	 de	
crecimiento	en	que	las	plantas	mutantes	son	etioladas	y	las	silvestres	desetioladas.	En	las	plantas	
de	la	generación	F2	de	los	cruces	m10	x	Ox	y	m181	x	Ox,	el	fenotipo	mutante	(etiolado	en	FRc)	




cabo	 para	 eliminar	 otras	mutaciones	 que	 pudieran	 existir	 y	 que	 no	 tuvieran	 relación	 con	 el	


















Figura	 R2.11.	 Cruce	 entre	 los	 mutantes	 (m10	 y	m181)	 y	 la	 línea	 silvestre	 (Ox)	 para	 el	 análisis	 de	
segregación	 del	 fenotipo.	 (A)	 Esquema	 de	 los	 cruces	 realizados.	 Las	 semillas	 de	 las	 generación	 F2	
germinaron	y	crecieron	sombra	simulada	(B)	o	en	luz	FRc	(C),	tal	como	se	indica	en	la	parte	superior	y	se	
detalla	en	la	Figura	R2.1A	y	Figura	R2.10	respectivamente.	En	B	y	C,	 las	tablas	muestran	el	número	de	






















































alélicas)	 o	 de	 componentes	 diferentes	 pero	 de	 la	misma	 vía	 de	 señalización	 (mutaciones	 no	
alélicas).	Por	tanto,	se	cruzaron	entre	ellos	para	llevar	a	cabo	un	test	de	alelismo.	Tras	el	cruce	
entre	plantas	m10	y	m181,	se	analizó	el	fenotipo	mutante	en	la	generación	F2	(Figura	R2.12B)	

















































































de	 aminoácido	 con	 característica	 apolar	 (Gly,	G)	 a	 uno	 con	 carga	 negativa	 (Glu,	 E).	 Además,	
alineamientos	 realizados	en	el	 laboratorio	del	 gen	de	PHYA	 de	diferentes	especies	 vegetales	




tamaño	similar	mientras	que	en	 los	de	 los	mutantes	sis1-1	 y	sis1-3	no	se	detectaba	ninguna	
banda	(Figura	2.13B).		
Estos	resultados	 los	 interpretamos	como:	mientras	que	 los	alelos	mutantes	sis1-1	y	sis1-3	no	
producían	 proteína	 PHYA,	 el	 alelo	 mutante	 sis1-2	 producía	 una	 proteína	 PHYA	 que	 no	 era	
funcional.	 Así	 pues,	 los	 análisis	 a	 nivel	 proteico	 ChPHYA	 en	 los	 distintos	mutantes	 sis1	 eran	














































muy	 bajas,	 <0,05).	 Nos	 planteamos	 realizar	 un	 análisis	 de	 la	 respuesta	 del	 hipocotilo	 en	
mutantes	de	A.	thaliana	(phyA-501)	y	C.	hirsuta	(sis1-1,	sis1-2)	en	diferentes	razones	de	R:FR,	
que	simulan	condiciones	naturales	con	las	que	las	plantas	lidian	en	sus	hábitats:	desde	sombra	




W	 (R:FR	 >1,5).	 Los	 hipocotilos	 de	 las	 plántulas	phyA-501	 crecidas	 en	 condiciones	 de	 sombra	
producida	 por	 dosel	 (R:FR	 0,03)	 eran	 significativamente	 más	 largos	 que	 los	 de	 Col-0.	 Esta	
diferencia	 de	 elongación	 del	 hipocotilo	 entre	 phyA-501	 y	 Col-0	 se	 atenuaba	 (R:FR	 0,05)	 y	
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Las	 plántulas	 silvestres	 de	 C.	 hirsuta	 (Ox)	 no	 presentaban	 cambios	 sustanciales	 en	 el	
alargamiento	del	hipocotilo	en	ninguna	de	las	condiciones	de	sombra	aplicadas	respecto	a	las	
crecidas	 sin	 sombra	 vegetal	 (R:FR	 >1.5).	 En	 cambio,	 las	 plántulas	 mutantes	 sis1-1	 y	 sis1-2	
presentaban	 hipocotilos	más	 largos	 que	 las	 plántulas	 silvestres	 en	 todas	 las	 condiciones	 de	
sombra	estudiadas	(Figura	R2.14C).		
En	resumen,	tanto	 las	plántulas	de	phyA-501	de	A.	thaliana	como	 las	de	sis1-1	y	 sis1-2	de	C.	
hirsuta	 presentaban	 hipocotilos	 más	 largos	 que	 las	 plántulas	 silvestres	 cuando	 crecían	 en	
condiciones	de	sombra	con	razón	R:FR	muy	bajo	o	bajo.	Sin	embargo,	los	mutantes	sis1-1	y	sis1-
2	presentaban	hipocotilos	más	 largos	que	 las	plántulas	silvestres	en	todas	 las	condiciones	de	
sombra	estudiadas.	
Figura	R2.14.	 Longitud	del	hipocotilo	de	plántulas	mutantes	en	PHYA	 de	A.	 thaliana	y	C.	hirsuta	en	









Además	 analizamos	 las	 respuestas	 de	 estas	 líneas	 mutantes	 en	 la	 desetiolación	 en	 luz	




monocromática	 azul	 continua	 (Blue	 continuous;	 Bc,	 percibida	 mayormente	 por	 los	
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D F4 F1 F0
0 0,04 1,88 13,15
















intensidades	 de	 Rc	 aplicadas,	 de	 acuerdo	 con	 la	 información	 publicada	 (Reed	 et	 al.	 1993).	
Además,	 los	 hipocotilos	 mutantes	 phyA-501	 eran	 ligeramente	 más	 largos	 que	 las	 plántulas	











































genotipo,	 siendo	 éstas	 el	 100%.	 Se	 representa	 la	media	 y	 el	 SE.	 Los	 asteriscos	 indican	 las	 diferencias	
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D F4 F1 F0
0 0,07 4,77 38,90























































































de	 cada	 genotipo,	 siendo	 éstas	 el	 100%.	 Se	 representa	 la	 media	 y	 el	 SE.	 Los	 asteriscos	 indican	 las	











































D F4 F2 F0
0 0,16 0,48 2,56
D F4 F2 F0
0 0,16 0,48 2,56µmol·m-2·s-1
A.	thaliana C.	hirsuta
















































































































































































































Mean OX	W OX	W+FR C57	W C57	W+FR C58	W C58		W+FR 
Carotenoids 100,0 91,7 100,0 71,3 100,0 74,8
Chlorophylls 100,0 92,9 100,0 68,8 100,0 73,5
SD OX	W OX	W+FR C57	W C57	W+FR C58	W C58		W+FR 
Carotenoids 1,7 2,8 2,2 2,3 3,0 0,8
Chlorophylls 1,0 3,3 3,3 2,6 4,2 1,5
A.	thalian
C.	hirsuta
Mean Col-0		W	 Col-0	W+FR	 phyA		W	 phyA		W+FR
Carotenoids 100,0 86,3 100,0 69,5
Chlorophylls 100,0 84,3 100,0 66,7
SD Col-0		W	 Col-0	W+FR	 phyA		W	 phyA		W+FR
Carotenoids 2,4 3,7 5,0 6,0







































a	 la	 sombra	 simulada.	 Encontramos	 diferencias	 en	 el	 alargamiento	 de	 los	 hipocotilos	 en	




































































































Tras	comparar	 la	 secuencia	aminoacídica	del	PHYA	de	A.	 thaliana	 con	el	de	C.	hirsuta,	no	se	
observaron	diferencias	obvias	entre	la	estructura	primaria	de	ambos	phyA	(Figura	R2.20)	lo	que	
sugería	la	posibilidad	de	que	ambos	fitocromos	fueran	completamente	intercambiables,	y	que	







591;	 azul),	 dominio	 PER-ARNT-SIMA	 (PAS-A,	 621-735;	 lila),	 dominio	 PER-ARNT-SIMB	 (PAS-B,	 750-873;	
rosa)	y	el	dominio	de	HISTIDINAS-KINASAS	(HKRD,	750-873;	marrón).	
	
Para	 estudiar	 esta	 posibilidad	 planteamos	 experimentos	 de	 complementación,	 en	 los	 que	
generamos	plásmidos	binarios	para	transformar	las	plantas	mutantes	phyA-501	de	A.	thaliana	
con	el	gen	PHYA	de	A.	thaliana	(Figura	R2.21A)	o	con	el	de	C.	hirsuta,	que	para	diferenciarlo	






























































































Figura	 R2.21.	 Construcciones	 usadas	 en	 los	





Arabidopsis:	 pPHYA:PHYA	 y	 pPHYA:SIS1,	
respectivamente.	
	




generación	 T2	 (en	 la	 que	 el	 transgen	 está	 segregando),	 condición	 que	 permite	 distinguir	 las	
plantas	mutantes	etioladas	de	 las	silvestres	desetioladas,	que	nos	 llevó	a	seleccionar	5	 líneas	
homocigotas	en	la	T3	que	tenían	diferentes	grados	de	complementación	del	fenotipo	silvestres,	
líneas	que	nombramos	 como	pPHYA:PHYA	 (phyA-501).	 Posteriormente,	 en	 la	 T3	medimos	 la	
respuesta	de	alargamiento	del	hipocotilo	durante	la	desetiolación	en	FRc	(Figura	R2.22)	de	las	5	
líneas	 homocigotas	 independientes	 pPHYA:PHYA	 (phyA-501)	 #02F1,	 #06F5,	 #093,	 #011F2	 y	
#232,	donde	observamos	que	las	líneas	seleccionadas	tenían	diferente	longitud	del	hipocotilo	
(relativa	a	D)	lo	que	nos	indicaba	que	existían	diferentes	niveles	de	complementación	debido	a		


















Figura	 R2.22.	 Longitud	 del	 hipocotilo	 de	 plántulas	 pPHYA:PHYA	 (phyA-501)	 crecidas	 en	 luz	
monocromática	FRc.	(A)	Esquema	del	diseño	experimental	utilizado.	Las	plantas	crecieron	tal	y	como	se	
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(Figura	R2.23),	que	se	 representó	como	 la	diferencia	de	 la	 longitud	media	de	 los	hipocotilos	
crecidos	en	W+FR	y	en	W.	Este	experimento	mostró	que	las	plántulas	de	las	diferentes	líneas	
pPHYA:PHYA	 (phyA-501)	obtenidas	 se	alargaban	 significativamente	más	que	 la	 línea	 silvestre	
pero	menos	que	las	plántulas	phyA-501	cuando	crecían	en	W+FR.	
Figura	 R2.23.	 Respuesta	 del	 hipocotilo	 de	 plántulas	 pPHYA:PHYA	 (phyA-501)	 crecidas	 en	 sombra	
simulada.	(A)	Esquema	del	diseño	experimental	utilizado.	Las	plantas	germinaron	tal	y	como	se	detalla	en	
la	Figura	R1.2.	 (B)	 La	 respuesta	del	hipocotilo	se	 representa	como	 la	diferencia	entre	 las	medias	de	 la	
longitud	de	los	hipocotilos	de	las	plántulas	crecidas	en	W+FR	y	en	W;	las	barras	representan	la	media	de	





El	mismo	procedimiento	 se	 siguió	 tras	 transformar	 plantas	 de	A.	 thaliana	 (phyA-501)	 con	 el	
plásmido	 pPHYA:SIS1.	 Se	 obtuvieron	 un	 total	 de	 29	 plantas	 transgénicas	 independientes	
(transformantes	 primarios,	 T1).	 En	 la	 generación	 T2	 se	 determinó	 que	 un	 total	 de	 12	 líneas	
















































































Figura	 R2.24.	 Longitud	 del	 hipocotilo	 de	 plántulas	 pPHYA:SIS1	 (phyA-501)	 crecidas	 en	 luz	
monocromática	FRc.	(A)	Esquema	del	diseño	experimental	utilizado.	Las	plantas	crecieron	tal	y	como	se	
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Figura	 R2.25.	 Respuesta	 del	 hipocotilo	 de	 plántulas	 pPHYA:SIS1	 (phyA-501)	 crecidas	 en	 sombra	
simulada.	(A)	Esquema	del	diseño	experimental	utilizado.	Las	plantas	crecieron	tal	y	como	se	detalla	en	
la	 Figura	R1.2	 (B)	 La	 respuesta	del	hipocotilo	 se	 representa	 como	 la	diferencia	entre	 las	medias	de	 la	
longitud	de	los	hipocotilos	de	las	plántulas	crecidas	en	W+FR	y	en	W;	las	barras	representan	la	media	de	





Estos	 resultados	mostraban	que	 las	 líneas	 transgénicas	 analizadas	pPHYA:PHYA	 (phyA-501)	y	
pPHYA:	SIS1	(phyA-501)	tienen	diferentes	grados	de	complementación	de	la	actividad	phyA,	lo	
que	 indica	 que	 las	 construcciones	 empleadas	 eran	 capaces	 de	 producir	 phyA	 funcional.	 Las	
diferencias	de	complementación	observadas	entre	las	líneas	individuales	para	cada	construcción	
podían	deberse	a	diferencias	de	expresión	del	transgen	de	PHYA	y	SIS1.	Además,	como	estas	




























































Como	 un	 primer	 paso,	 cuantificamos	 los	 niveles	 de	 PHYA/SIS1	 en	 oscuridad	 y	 en	 sombra	
simulada	 de	 las	 líneas	pPHYA:PHYA	 (phyA-501)	 y	pPHYA:SIS1	 (phyA-501).	 Como	 controles	 se	
incluyeron	plántulas	de	Col-0	y	phyA-501	crecidas	en	las	mismas	condiciones.	Así,	se	extrajo	RNA	
total	de	plántulas	crecidas	en	oscuridad	durante	4	días	(Figura	R2.26A)	y	de	plántulas	crecidas	










(Figura	 R2.26C).	 Los	 datos	 de	 los	 niveles	 de	 RNA	 en	 Col-0	 (que	 se	 tomaron	 como	 valor	 de	
referencia	 1)	 se	 incorporan	 en	 la	 gráfica,	 pero	 no	 se	 emplearon	 para	 calcular	 la	 recta	 de	
regresión;	por	el	contrario,	 los	datos	de	los	niveles	de	RNA	en	phyA-501	sí	que	se	emplearon	






















































Tras	 este	 conjunto	 de	 resultados	 nos	 planteamos	 si	 existía	 una	 relación	 entre	 la	 actividad	
biológica	de	PHYA/SIS1	transgénico	 (medida	como	diferencia	de	 la	 longitud	del	hipocotilo	en	
W+FR	 respecto	 a	 W)	 y	 sus	 niveles	 de	 expresión	 en	 oscuridad	 (Figura	 R2.27)	 o	 en	 sombra	



















































































































































los	 mismos	 que	 los	 mostrados	 en	 las	 Figuras	 R2.23B	 [líneas	 pPHYA:PHYA	 (phyA-501)]	 y	 R2.25B	


























































































































































































































































































































































































































































































complementadas	 con	SIS	 no	 existía	 dicha	 correlación.	 Las	 diferencias	 de	 correlación	 podrían	




































































La	 proximidad	 vegetal	 provoca	 una	 disminución	 del	 R:FR,	 señal	 que	 es	 captada	 por	 los	
fitocromos	 e	 induce	 un	 conjunto	 de	 respuestas	 conocidas	 como	 el	 síndrome	de	 huida	 de	 la	
sombra	 (SAS)	 en	 muchas	 especies	 vegetales	 (Martínez-García	 et	 al.	 2010;	 Roig-Villanova	 &	
Martínez-García	2016).	Otras	plantas,	por	el	contrario,	como	estrategia	frente	a	la	proximidad	
vegetal	han	desarrollado	tolerancia	a	la	vegetación	vecina.	
En	 esta	 tesis	 hemos	 estudiado	 los	 mecanismos	 moleculares	 de	 un	 factor	 de	 transcripción	
implicado	en	 el	 SAS	 en	A.	 thaliana,	 ATHB4	 (capítulo	 I).	 Además,	 hemos	 realizado	un	 análisis	
comparativo	 entre	 dos	 especies	 que	 emplean	 diferentes	 estrategias	 frente	 a	 la	 sombra	 (A.	










expansión	 de	 los	 cotiledones	 (Sorin	 et	 al.	 2009).	 Como	 se	 ha	 visto	 en	 la	 introducción,	 los	
miembros	de	la	familia	HD-Zip	II	muestran	cierta	redundancia	funcional	entre	ellos;	además,	la	






con	 lo	publicado	por	otros	autores	sobre	otros	miembros	de	 la	 familia	como	ATHB2,	HAT2	y	
HAT3	 (Ohgishi	 et	 al.	 2001;	 Sawa	 et	 al.	 2002;	 Turchi	 et	 al.	 2013).	 En	 estos	microarrays	 se	


















En	 los	 análisis	 de	 estructura-función	 de	 ATHB4	 se	 analizó	 la	 participación	 de	 las	 diferentes	
regiones	 o	 dominios	 de	 ATHB4	 en	 la	 actividad	 de	 esta	 proteína	 en	 (1)	 la	 respuesta	 del	
alargamiento	 del	 hipocotilo	 inducida	 por	 la	 exposición	 a	 sombra,	 (2)	 la	 represión	 de	 la	
transcripción	de	genes	marcadores	de	sombra	y	(3)	la	polaridad	de	las	hojas	(Gallemí	et	al.	2017).	














actividad	en	 la	 regulación	de	 la	polaridad	de	 las	hojas	 (Bou-Torrent	et	al.	2012;	Brandt	et	al.	
2012;	Turchi	et	al.	2015).	Estos	datos	nos	indicaban	que	ATHB4	podía	controlar	la	respuesta	del	
alargamiento	del	hipocotilo	y	los	cambios	en	la	expresión	génica	en	la	respuesta	a	sombra	de	












que	ATHB4	 actúa	 principalmente	 como	un	 represor	 transcripcional	 (Gallemí	 et	 al.	 2017)	 ,	 el	
razonamiento	 detrás	 de	 estas	 fusiones	 era	 que	 si	 ATHB4	 se	 comporta	 como	 un	 factor	 de	
transcripción	(Figura	D1.1A,	B),	la	unión	de	las	proteínas	ATHB4	o	ATHB4-VP16	a	los	promotores	
de	sus	genes	diana	resultaría	en	actividades	opuestas	(represión	y	activación	de	la	transcripción,	
respectivamente).	 Por	 el	 contrario,	 si	 ATHB4	 se	 comporta	 como	 cofactor	 transcripcional,	 las	
proteínas	ATHB4	y	ATHB4-VP16,	que	no	unirían	ni	accederían	a	los	promotores	de	los	genes	que	
regulan	(Figura	D1.1C,	D),	mostrarían	una	actividad	transcripcional	similar.	La	comparación	del	
efecto	 de	 la	 sobreexpresión	 en	 plantas	 de	 ATHB4-GFP	 (con	 actividad	 represora	 de	 la	







OPT1,	 gen	 directamente	 regulado	 por	 ATHB4	 pero	 sin	 unir	 sus	 regiones	 promotoras	 (Figura	
R1.4B).	Estos	resultados,	son	consistentes	con	nuestra	hipótesis	de	que	ATHB4	puede	regular	la	
expresión	génica	uniéndose	o	sin	unirse	a	sus	secuencias	reguladoras	de	DNA	dependiendo	del	


















capaz	 de	 unir	 DNA,	 la	 sobreexpresión	 de	 ATHB4-VP16	 permitiría	 que	 el	 dominio	 activador	 de	 la	
transcripción	accediese	a	los	promotores	de	los	genes	directos	de	ATHB4,	como	ATHB2/HAT2,	y	activase	
su	transcripción.	ATHB4,	actuaría	como	factor	transcripcional.	(C-D)	Si	ATHB4	no	es	capaz	de	unir	DNA,	la	






del	 hipocotilo	 a	 sombra	 de	 plántulas	 35S:ATHB4-GFP	 y	 35S:ATHB4-VP16	 indicó	 que	 los	
hipocotilos	de	los	dos	tipos	de	plántulas	transgénicas	respondían	menos	que	la	línea	silvestre	
(Figura	R1.2),	sugiriendo	un	rol	negativo	similar	en	la	regulación	de	esta	respuesta,	papel	que	
sería	 independiente	de	 la	 capacidad	de	ATHB4	de	unir	 a	DNA,	 con	 lo	 que	 actuaría	 como	un	
cofactor	transcripcional,	de	acuerdo	con	nuestra	hipótesis	previa.		







crecimiento	 (Sorin	 et	 al.	 2009),	 estos	 resultados	muestran	 que	ATHB4-VP16	 lo	 estimularía	 e	

















ha	 descrito	 para	 otras	 proteínas.	 Así,	 proteínas	 como	 PAR1	 y	 HFR1	 también	 actúan	 como	
cofactores	transcripcionales	(Hornitschek	et	al.	2009;	Galstyan	et	al.	2011)	pero	sin	acción	dual	
como	ATHB4.	PAR1	y	HFR1	pertenecen	a	la	familia	de	reguladores	transcripcionales	bHLH,	y	su	
mecanismo	 de	 acción	 implica	 la	 inhibición	 de	 la	 actividad	 de	 bHLHs	 auténticos	 con	 los	 que	


















el	 Nt)	 proporcionarían	 la	 base	 de	 estas	 interacciones.	 Mediante	 estas	 interacciones	 ATHB4	
podría	 inhibir	 la	 unión	 al	 DNA	 de	 auténticos	 factores	 de	 transcripción	 que	 activarían	 la	
transcripción	 de	 genes	 que	 regulan	 esta	 respuesta,	 actuando	 entonces	 como	 un	 cofactor	
transcripcional,	tal	y	como	de	ha	sido	descrito	para	las	bHLH	atípicas	HFR1	y	PAR1	(Galstyan	et	


















y	 SEUSS	 (SEU),	 ya	 que	 codifican	 correpresores	 transcripcionales	 (Wang	 et	 al.	 2013;	 Ke	 et	 al.	
2015b;	Causier,	Ashworth,	et	al.	2012;	Sitaraman	et	al.	2008).	Además,	se	ha	descrito	que	TPL	y	
TPRs	 interaccionan	 con	 proteínas	 que	 contienen	motivos	 EAR	 (Pauwels	 et	 al.	 2010;	 Causier,	
Lloyd,	 et	 al.	 2012;	 Wang	 et	 al.	 2013),	 lo	 que	 los	 convertía	 en	 candidatos	 interesantes	 a	
interaccionar	a	través	de	la	región	Nt-ATHB4.	
	









pérdida	de	actividad	de	TPL/TPR	 (tpl-1	ó	 tpr4	 tpl)	 resultaban	en	una	 ligera	disminución	de	 la	
respuesta	 del	 hipocotilo	 a	 sombra	 simulada,	 y	 un	 incremento	 de	 la	 expresión	 génica	 de	
marcadores	de	sombra.	Estos	resultados	sugerían	que	el	papel	de	TPL	en	el	SAS	es	complejo	e	
implica	probablemente	la	participación	de	otros	factores	adicionales,	al	igual	que	se	observó	con	
el	 papel	 de	 ATHB4	 en	 la	 regulación	 de	 las	 respuestas	 del	 SAS	 (Sorin	 et	 al.	 2009).	 Pese	 a	 su	





poder	 confirmar	 que	 los	 efectos	 de	 inducción	 de	 tpl-1	 se	 debían	 por	 la	 acción	 directa	 de	 la	
pérdida	de	estos	componentes	y	no	por	problemas	en	el	desarrollo.		
	







un	 rol	 positivo	 tanto	 en	 la	 regulación	 del	 alargamiento	 del	 hipocotilo	 como	 en	 la	 expresión	





En	 paralelo,	 llevamos	 a	 cabo	 una	 aproximación	 proteómica	 in	 planta	 con	 el	 fin	 de	detectar	


















estructural	 que	 estabiliza	 el	 complejo	 correpresor	 SIN3/HISTONE	 DEACETYLASE	 (HDAC)	
(Silverstein	 &	 Ekwall	 2005).	 Además,	 se	 ha	 demostrado	 que	 SAP18	 hace	 de	 enlace	 entre	 el	
complejo	HDAC	y	represores	transcripcionales	(Hill	et	al.	2008;	Song	&	Galbraith	2006).	 
HIpotetizamos	 que	 cuando	 SAP18	 no	 está	 presente	 (sap18-10),	 la	 interacción	 del	 “complejo	







Con	 la	 finalidad	 de	 tener	 una	 versión	 de	 la	 proteína	 ATHB4	 que	mantuviera	 las	 actividades	






EAR	es	 clave	para	 la	 función	de	ATHB4	en	 la	 inhibición	de	 la	 respuesta	del	 alargamiento	del	
hipocotilo	en	sombra	simulada	(Figura	R1.27).	Por	falta	de	tiempo	nos	quedó	por	analizar	los	
cambios	 en	 la	 expresión	de	 los	 genes	diana	directos	de	ATHB4	 (ATHB2,	HAT2	 o	 SAUR15)	 en	
contraste	a	cómo	 lo	hace	 la	 forma	silvestre	de	 la	proteína	 (Figura	R1.4).	Nuestros	resultados	
indican	por	tanto	que	la	importancia	de	la	región	Nt	de	ATHB4	se	debe	a	los	motivos	EAR,	que	
son	clave	para	la	función	biológica	de	ATHB4	en	las	tres	respuestas	analizadas.	
La	 detección	 de	 la	 proteína	 entera	 ATHB4	 en	 las	 líneas	 sobreexpresoras	 por	 inmublots	 era	









fitocromos.	 Los	 motivos	 EAR	 parecen	 participar	 en	 la	 estabilidad	 de	 ATHB4	 en	 respuesta	 a	
sombra	 simulada	 (Figura	R1.29)	 probablemente	por	 las	 interacciones	 que	median,	 pero	que	
dependerían	de	las	condiciones	de	luz.	En	W,	condiciones	en	que	el	fitocromo	Pfr	está	activo,	se	
reduciría	 la	 estabilidad	 de	 ATHB4;	 y	 en	 W+FR,	 condiciones	 en	 que	 el	 fitocromo	 pasa	
mayoritariamente	a	la	forma	Pr,	aumentaría	la	abundancia	(estabilidad)	de	la	proteína	ATHB4.	
En	este	sentido,	nuestra	observación	de	que	el	tratamiento	con	sombra	simulada	incrementaba	
los	 fenotipos	de	 curvatura	de	 las	hojas	 tanto	en	 las	plantas	35S:ATHB4-GR	 inducidas	 (mayor	
curvatura	hacia	 arriba)	 como	en	 las	 35S:ATHB4-VP16	 (mayor	 curvatura	hacia	 abajo)	 (Figuras	
R1.5,	R1.6)	apoyan	que	la	estabilidad	de	la	proteína	está	incrementada	en	W+FR.	A	pesar	de	que	
la	mayoría	de	 investigaciones	 sobre	 los	motivos	EAR	han	estado	 centradas	en	 su	 función	de	





SAP18	 un	 papel	 negativo	 en	 la	 regulación	 del	 alargamiento	 del	 hipocotilo	 en	 respuesta	 a	 la	
sombra.	El	siguiente	paso	sería	establecer	los	mecanismos	por	lo	que	estas	interacciones	físicas	
entre	proteínas	(ATHB4	con	SEU,	TPL	y	SAP18)	tienen	un	papel	en	el	SAS.	Con	este	objetivo,	en	





2009;	 Kagale	 et	 al.	 2010;	 Kagale	 &	 Rozwadowski	 2011).	 Se	 ha	 comenzado	 a	 esclarecer	 los	
mecanismos	 de	 la	 represión	 mediada	 a	 través	 de	 estos	 motivos.	 La	 demostración	 de	 la	
interacción	genética	entre	TPL	y	HDA19	(Long	et	al.	2006),	y	así	como	la	interacción	física	directa	
entre	SAP18	y	HDA19	(Song	&	Galbraith	2006)	apoyan	un	modelo	donde	los	factores	represores	
de	 la	 transcripción	que	contienen	motivos	EAR	estarían	 remodelando	 la	 cromatina	y	de	este	
modo	facilitando	la	regulación	génica	(Kagale	&	Rozwadowski	2011;	Ryu	et	al.	2014).	Todas	las	




parece	 probable	 que	 ATHB4	 y	 otros	 HD-Zip	 II	 participen	 en	 estos	 complejos	 de	 represión.	
Además,	 la	 similitud	 entre	 ATHB4	 y	 los	 otros	 miembros	 HD-Zip	 II	 también	 sugiere	 que	 los	














2.1. A.	 thaliana	 y	 C.	 hirsuta,	 dos	 plantas	 modelo	 para	 el	 estudio	 de	
estrategias	alternativas	a	la	proximidad	vegetal.		
 
La	tolerancia	a	 la	sombra	se	refiere	a	 la	capacidad	de	 las	plantas	de	vivir	en	condiciones	con	
bajos	niveles	de	 luz,	como	 las	que	se	encuentran	en	zonas	sombreadas	por	otras	plantas.	Se	
asume	 que	 las	 especies	 tolerantes	 perciben	 los	 cambios	 de	 R:FR,	 pero	 en	 respuesta	 a	 esta	
señal,	 el	 alargamiento	 de	 sus	 órganos	 está	 atenuado	 (o	 anulado).	 Hasta	 el	momento	 existe	
muy	 poca	 información	 disponible	 sobre	 los	 mecanismos	 y	 los	 componentes	 genéticos	 que	
participan	 o	 regulan	 la	 tolerancia	 a	 la	 sombra.	 Por	 ello	 hemos	 propuesto	 un	 análisis	
comparativo	 entre	 dos	 especies	 filogenéticamente	 cercanas	 que	 emplean	 diferentes	
estrategias	frente	a	la	sombra	vegetal	(A.	thaliana,	que	la	evita,	y	C.	hirsuta	que	la	tolera)	que	
nos	ha	permitido	diseccionar	las	bases	genéticas	y	moleculares	de	estas	diferencias.	
Este	 estudio	empezó	 con	 la	observación	de	que	 las	plántulas	de	C.	 hirsuta	 no	 alargaban	 sus	
hipocotilos	en	respuesta	a	tratamientos	con	sombra	simulada	(Figura	R2.1)	(Hay	et	al.	2014),	si	
bien	 la	 capacidad	de	 estos	 órganos	de	 alargarse	 tanto	 en	oscuridad	 (Figura	R2.10)	 como	en	
respuesta	 a	 hormonas	 vegetales,	 como	 las	 giberelinas	 (Hay	 et	 al.	 2014)	 no	 estaba	
comprometida.	 Para	 explicar	 la	 falta	 de	 alargamiento	 del	 hipocotilo	 de	 las	 plántulas	 de	 C.	
hirsuta	planteamos	que	podría	haber	al	menos	tres	posibles	mecanismos:	(1)	que	no	percibe	la	
sombra,	 (2)	 que	 la	 percepción	 a	 la	 sombra	 no	 está	 conectada	 con	 las	 redes	 reguladoras	
endógenas	de	promoción	del	alargamiento	del	hipocotilo,	y/o	(3)	que	existen	mecanismos	de	
supresión	de	la	respuesta	de	alargamiento.		
El	análisis	en	C.	hirsuta	de	otras	 respuestas	a	 la	proximidad	vegetal	 como	 la	acumulación	de	
pigmentos	 fotosintéticos	o	 cambios	 rápidos	 en	 la	 expresión	 génica,	 indicaban	que	C.	 hirsuta	
era	capaz	de	percibir	la	sombra	(Figura	R2.2)	(Figura	R2.19),	por	lo	que	podemos	descartar	el	
primero	de	los	mecanismos	planteados	para	explicar	la	falta	de	respuesta	del	hipocotilo	a	luz	
de	 baja	 R:FR.	 Estos	 resultados	 son	 consistentes	 con	 las	 observaciones	 recientes	 de	 otros	
autores	 que	 describieron	 cambios	 transcripcionales	 en	 dos	 especies	 de	 geranio	 (una	
intolerante	 y	 otra	 tolerante	 a	 la	 sombra),	 resultados	 que	 indican	 que	 estas	 plantas,	
independientemente	 de	 la	 estrategia	 empleada	 para	 responder	 a	 la	 proximidad	 vegetal,	






para	 que	 los	 hipocotilos	 de	 las	 plántulas	 de	 C.	 hirsuta	 se	 alargasen	 en	 respuesta	 a	 sombra	
simulada.	 Estos	 resultados	 sugerían	 que	 los	 mecanismos	 que	 conectan	 la	 percepción	 de	
sombra	 simulada	 y	 las	 redes	 reguladoras	 endógenas	 de	 promoción	 del	 alargamiento	 del	
hipocotilo	en	esta	especie	existen	y	son	funcionales,	al	igual	que	ocurre	en	especies	que	evitan	
la	 sombra,	 como	 A.	 thaliana.	 Así,	 podíamos	 descartar	 el	 segundo	 de	 los	 dos	 mecanismos	




endógenas	 de	 promoción	 del	 alargamiento	 del	 hipocotilo).	 Por	 tanto,	 debían	 de	 existir	
mecanismos	 de	 supresión	 de	 la	 respuesta	 de	 alargamiento	 del	 hipocotilo	 a	 la	 proximidad	
vegetal,	y	SIS1	era	una	parte	principal	del	mismo.		
	
La	 identificación	molecular	 de	 la	mutación	 sis1	 se	 llevó	 a	 cabo	de	manera	 razonada.	 Por	 un	
lado,	phyA	se	había	descrito	como	un	regulador	negativo	de	las	respuestas	del	hipocotilo	a	la	
sombra	 en	 A.	 thaliana.	 En	 esta	 especie	 las	 plantas	 mutantes	 phyA	 responden	 a	 sombra	
simulada	alargando	más	el	hipocotilo	que	las	plantas	silvestres	(Johnson	et	al.	1994;	Yanovsky	
et	 al.	 1997;	 Martínez-García	 et	 al.	 2014).	 El	 análisis	 del	 alargamiento	 del	 hipocotilo	 de	 las	
plántulas	 de	 silenciamiento	 RNAi:ChPHYA	 que	 se	 generaron	 en	 paralelo	 (Figura	 R2.7-R2.8)		
indicó	 que	 la	 reducción	 de	 los	 niveles	 de	ChPHYA	 en	 Cardamine	 resultaba	 en	 plántulas	 que	
respondían	a	 sombra	 simulada	alargando	 sus	hipocotilos,	 tal	 como	habíamos	observado	que	
respondían	los	mutantes	sis1.	
	
Además,	 los	análisis	de	 inmunoblot	 con	anticuerpos	específicos	 contra	phyA	de	extractos	de	
proteínas	de	plántulas	etioladas	de	Ox	y	de	 los	mutantes	sis1	mostraron	que	uno	de	 los	dos	
alelos	 carecía	 de	 phyA.	 La	 secuenciación	 del	 gen	 ChPHYA	 confirmó	 que	 los	 alelos	 sis1	 eran	
deficiente	 en	 este	 fotorreceptor,	 demostrando	 por	 tanto	 que	 era	 necesario	 para	 la	
implementación	de	la	tolerancia	a	la	sombra	(Figura	R2.13).			
Experimentos	 de	 desetiolación	 bajo	 intensidades	 crecientes	 de	 distintos	 tipos	 de	 luz	




de	 la	 ausencia	 de	 phyA	 en	 la	 acumulación	 de	 pigmentos	 fotosintéticos	 (CRT	 y	 CHL)	 en	
respuesta	a	 la	sombra	simulada	(Figura	R2.18),	 indicaban	que	phyA	reprime	esta	respuesta	a	









bajo,	 mientras	 que	 las	 plantas	 sis1-1	 y	 sis1-2	 presentaban	 hipocotilos	 más	 largos	 que	 las	
plántulas	silvestres	en	todas	las	condiciones	de	sombra	estudiadas	(Figura	R2.14).	La	existencia	
de	diferencias	de	respuestas	de	los	mutantes	phyA-501	y	sis1-1	y	sis1-2	sólo	en	las	respuestas	



























funcional,	 puesto	 que	 las	 plántulas	 presentaban	 supresión	 del	 alargamiento	 del	 hipocotilo	
tanto	 en	 respuesta	 a	 sombra	 simulada	 como	 en	 desetiolación,	 sugiriendo	 que	 las	
construcciones	 producen	 PHYA/SIS1	 funcionales	 en	 A.	 thaliana	 e	 indicando	 que	 había	
complementación	(Figuras	R2.22-R2.25).		
Los	 niveles	 de	 expresión	 de	 las	 líneas	 pPHYA:PHYA	 (phyA-501)	 y	 pPHYA:SIS1	 (phyA-501)	 en	
oscuridad	 y	 en	 sombra	 simulada	 correlacionaban	 positivamente,	 pero	 las	 pendientes	 de	 las	
rectas	de	regresión	eran	diferentes	(Figuras	R2.26)	e	indicaban	que	líneas	con	unos	niveles	de	
expresión	de	PHYA	y	SIS1	similares	en	oscuridad,	presentaban	niveles	de	expresión	más	altos	
de	 PHYA	 que	 de	 SIS1	 en	 sombra	 simulada.	 Puesto	 que	 estas	 líneas	 sólo	 diferían	 en	 el	







indicar	que	hay	algo	 intrínseco	en	 las	proteínas	PHYA	y	 SIS1	que	hace	que	 se	 comporten	de	
manera	 distinta,	 al	 igual	 que	 habíamos	 concluido	 a	 partir	 de	 la	 correlación	 entre	 niveles	 de	
expresión	 en	 oscuridad	 y	 en	 sombra	 simulada	 (Figuras	 R2.27-R2.28).	 Si	 SIS1	 fuese	
intrínsecamente	 más	 activo	 o	 más	 estable	 que	 PHYA,	 cuando	 las	 plantas	 perciben	 la	
proximidad	 vegetal,	 la	 proteína	 SIS1	 sería	 más	 efectiva	 en	 reprimir	 el	 alargamiento	 del	









aguas	 abajo	 en	 la	 señalización	 de	 phyA	 también	 estarían	 influyendo	 en	 la	 tolerancia	 a	 la	
sombra.		
En	resumen,	C.	hirsuta	es	una	especie	filogenéticamente	cercana	a	A.	thaliana	pero	tiene	como	
estrategia	 tolerar	 la	 sombra.	 Nuestros	 estudios	 indican	 que	 el	 phyA	 tiene	 un	 papel	
fundamental	 en	 la	 tolerancia	 a	 la	 sombra	 inhibiendo	 la	 respuesta	 de	 alargamiento	 de	 los	
























































1. Los	análisis	de	sobreexpresión	de	 la	 fusión	de	ATHB4	al	activador	de	 la	 transcripción	








SAP18;	 (2)	 son	 necesarios	 para	 la	 inhibición	 del	 alargamiento	 de	 los	 hipocotilos	 en	
respuesta	 a	 sombra	 simulada,	 y	 (3)	 participan	 en	 la	 estabilidad	 de	 la	 proteína	 en	
respuesta	a	la	sombra	simulada.	
	





de	 los	 mutantes	 slender	 in	 shade1	 (sis1),	 caracterizados	 por	 responder	 a	 sombra	























































































Se	 describen	 tanto	 materiales	 como	 protocolos	 que	 se	 han	 utilizado	 durante	 esta	 tesis	
doctoral.	 Los	 métodos	 generales	 de	 manipulación	 de	 ácidos	 nucleicos,	 proteínas,	 y	 los	
relacionados	 con	 el	 cultivo	 y	 manipulación	 de	 bacterias	 se	 realizaron	 según	 los	 protocolos	
descritos	 en	 “Current	 Protocols	 in	 Molecular	 Biology”	 (Ausubel	 et	 al.	 2001),	 y	 “Molecular	
cloning:	 A	 laboratory	Manual”	 (Sambrook	 &	 Russell	 2001)	 con	 pequeñas	 modificaciones	 de	
nuestro	laboratorio	en	algunos	casos. 
El	agua	utilizada	generalmente	es	desionizada	(dH2O),	mientras	que	para	los	experimentos	de	
biología	 molecular	 se	 utilizó	 bidestilada	 (ddH2O,	 dH2O	 tratada	 con	 el	 desionizador	 de	 agua	














GV3101:	 Cepa	 de	 A.	 tumefaciens	 utilizada	 para	 la	 agroinfiltración	 de	 hojas	 de	 Nicotiana	
benthamiana	(N.	benthamiana).	







28°C	 respectivamente	 en	 agitación	 a	 250	 rpm,	 y	 el	 de	 S.	 cerevisiae	 se	 realizó	 en	 tubos	 de	
cultivo	a	28-30°C	en	agitación	a	180	rpm..El	cultivo	sólido	se	realizó	en	placas	de	Petri	a	la	Tª	























Medio	 SD	 (Sinthetic	Dropout):	 base	 nitrogenada	 de	 levadura	 sin	 aminoácidos	 (Sigma	 Y0626)	
6,7	 g/L	 y	 glucosa	 20	 g/L.	 Ajustar	 el	 pH	 a	 5.8	 con	HCl,	 añadir	 agar	Difco	 20	 g/L	 (sólo	 para	 el	






1.4. 	Resumen	 de	 compuestos	 de	 selección	 añadidos	 a	 los	 medios	 de	 cultivo	
bacterianos	y	de	plantas.	
 
En	 la	 tabla	M1	 se	muestra	 los	 diferentes	 antibióticos	 y	 otros	 compuestos	 utilizados	 para	 la	




























Carbenicilina	(Cb) 100	mg/mL Etanol	50% 100	μg/mL 100	μg/mL -
Cefotaxima (Cf) 100	mg/mL Agua - - 100	μg/mL 100	μg/mL
Espectinomicina (Spc) 100	mg/mL Etanol	50% 100	μg/mL 100	μg/mL
Gentamicina (Gm) 200	mg/mL Agua 40	μg/mL - -
Higromicina (Hyg) 50	mg/mL Agua - - 30	μg/mL 50	μg/mL
Kanamicina (Km) 50	mg/mL Agua 25	μg/mL 25	μg/mL 25	μg/mL





20	mg/mL DMF 40	μg/mL - -
Basta	(ppt) - - - - 16	μg/mL 32	μg/mL
Isopropil-β-D-
Tiogalactósido (IPTG)





























vector	pROK2	con	el	gen	NPTII	de	 resistencia	a	Km	en	el	genoma	de	A.	 thaliana	en	el	 fondo	
genético	Col-0.	Han	sido	generadas	en	el	laboratorio	del	Dr.	J.	Ecker	en	el	SIGnAL	(Salk	Institute	
Genomic	 Analysis	 Laboratory,	 http://signal.salk.edu/index.html).	 Adquiridas	 del	 NASC	
(Nottingham	Arabidopsis	Stock	Centre). 
Los	mutantes	que	proceden	de	la	colección	Gabi-Kat	se	han	generado	por	inserción	de	T-DNA	
que	 contienen	 una	 secuencia	 flanqueante	 (Flanking	 Sequence	 Tag,	 FST)	 en	 el	 genoma	de	A.	















TPL Sobreexpressión del	gen TPL. Cedida	por	Dr.	David	E. Somers.
tpl-1 TPL
Línea de ganancia de función que suprimede función de los genes TPL-TPR.








Ecotipo GEN LOCUS Código	 Salk o	Gabi-KAT
phyA-501 SA2 Col-0 PHYA AT1G09570 SALK_014575	
phyB-9 PhyB Col-0 PHYB AT2G18790
Cedido	 por	Dr.		Quail (Reed	et	al.
1993)
sap18-10 C58.10 Col-0 SAP18 AT2G45640 Gabi-Kat_	GK-855C02	
seu-3 seu-3 Col-0 SEU AT1G43850
Cedida	por	Dr.	Franks (Franks	et	al.	
2002)
tpr4-10 S136 Col-0 TPR4 AT1G15750 SALK_150008















Las	 plantas	 crecieron	 en	 tiestos	 con	 una	 mezcla	 con	 proporciones	 2:1:1	 de	 turba,	 perlita	 y	
vermiculita,	 respetivamente.	 Las	 condiciones	 de	 cultivo	 del	 invernadero	 fueron	 de	 22°C,	
humedad	ambiental	del	55%,	14	h	de	luz	y	10	h	de	oscuridad,	aproximadamente.		




En	 todos	 los	 casos	 las	 plantas	 se	 regaron	 por	 inundación	 de	 las	 bandejas	 que	 contenían	 los	















Se	 utilizó	 medio	 Murashige	 y	 Skoog	 (medio	 MS)	 el	 cultivo	 de	 plántulas	 en	 placas	 de	 Petri	





Planta	 padre	() Finalidad	 del	cruce
CMJ19.18 tpr4-10 tpl-20 Obtención del doble	mutante	
CMJ6 Ox m10.024	(sis1-2) Retrocruzamiento (limpieza/análisis del tipo	de	mutación)
C56 cMJ6 m10.024	(sis1-2) Retrocruzamiento (limpieza/	análisis del tipo	de	mutación)
C58 CCT5 Ox Retrocruzamiento (limpieza/análisis del tipo	de	mutación)
CCT5 m181.1	(sis1-1) Ox Retrocruzamiento (limpieza/análisis del tipo	de	mutación)
CMJ27 CCT5.19 CMJ6.18 Test	de	alelismo
CMJ31 CMJ6.19 CCT5.23 Test	de	alelismo
	 	 Materiales	y	métodos	
	 105	
0,25	 g/L.	 Ajustar	 el	 pH	 con	 KOH,	 y	 por	 último	 se	 añade	 agar	 8	 g/L	 .	 Autoclavar	 20	 min.	















Vector binario que permite clonar el gen de interés fusionado al
gen reportero -GFP bajo el promotor constitutivo CaMV 35S.
KmR HygR
pCambia2300
Vector binario que permite clonar el gen de interés bajo el
promotor constitutivo CaMV 35S.
KmR HygR
pCRII-TOPO




Variante del vector pGreen que permite clonar un gen de interés




Vector Gateway (GW), de entrada donde el gen de interés está
flanqueado por attB1 y attB2.
KmR
pDONR221
Vector GW, de entrada donde el gen de interés está flanqueado
por attB1 y attB2.
KmR
pDONR207
Vector GW de entrada donde el gen de interés está flanqueado
por attB1 y attB2.
GmR
pYFN43
Vector GW que sobreexpresa constitutivamente el N-terminal d e
la proteína amaril la (YFP). Cedido por Dr. Alejandro Ferrando del
IBMCP (Belda-Palazon et al. 2012).
AmpR HygR
pYFC43
Vector GW que sobreexpresa constitutivamente el C- terminal
de la proteína fluorescente amari lla fluorescente (YFP). Cedido
por Dr. Alejandro Ferrando del IBMCP (Belda-Palazon et al. 2012)
AmpR HygR
pGBKT-7
Vector GW utilizado para el clonaje del dominio de unión a DNA
deGAL4 al gen de interés.
KmR
pGADT-7
Vector GW utilizado para el clonaje con el dominio de activación
GAL4 del gen de interés.
AmpR
pVA3
Vector utilizado como control positivo en el Y2H. Contiene la
proteína p53 fusionado al domino de unión a DNA deGAL4.
KmR
pTD1
Vector utilizado como control positivo en el Y2H. Contiene el N-






































Plásmido Descripción Vector Inserto
Tipo	de	
vector
pCS12 ATHB4	(cDNA) pCRII-TOPO Amplificación de	ATHB4 por PCR	con	
oligos (JO284+CSO7)















pNOB936	 dig. AatII sin inserto y	sin	promotor









amplificación por PCR	 con	
2x35S+MGO51	
pMJ2 VP16	 PCRII-TOPO
VP16 amplificado	 por	PCR	con	 los oligos:
NCO1+MJO1	usando	 el	plásmido pNC7	
(Galstyan et	al.	2011)*
pMJ3 35S:VP16	 pCS14	(35:term	(OCS))dig. con	BamHI +	SalI
VP16 (proviene	del	
pMJ2	dig. con	BamHI +	SalI )*
pMJ4 35S:ATHB4-VP16	 pMJ3	dig. con	KpnI +Klenow+	BamHI
ATHB4	(proviene de	dig.	pCS12
con	EcoR V +	BamH I)*
Binario	
pMJ16 Nt-TPL	(726	 base	pair	(bp)-242	 aminoacid (aa) pDONR 207	(GW)
Amplificación de	Nt-TPL por PCR	con	 oligos
MJO11+MJO13
pMJ17 Nt-TPR4	(492bp- 164	aa) pDONR 207	(GW) Amplificación de	Nt-TPR4 por PCR	con	oligos MJO14+MJO15
pMJ21 Nt-TPL (726	 bp-242	aa) pGBKT-7	 (GW) pMJ16	(Nt-TPL	en pDONR207)
pMJ22 Nt-TPL	(726	 bp-242	aa) pGADT-7	(GW) pMJ16	(Nt-TPL	en pDONR207)
pMJ25 Nt-TPL (726	 bp-242	aa) pYFN43(GW) pMJ16	(Nt-TPL	en pDONR207)




pMJ28 YFC	-TPL	(FL) pYFC43(GW) PSW3	(TPL	 en	un	pENTR)Cedido	 por	Dr.	Stephen Wenkel
pMJ29 ATHB4(cDNA) pENTR3C	 (GW) ATHB4 (proviene	de	la	dig.	de	pCS12) 
pMJ30 YFN-ATHB4 pYFN43(GW) pMJ29	(ATHB4	en pENTR3C	)
pMJ31 YFC-ATHB4 pYFC43(GW) pMJ29	(ATHB4	en pENTR3C	)
pMJ32 Nt-ATHB4 pENTR3C	 (GW) Forma	truncada	Nt-ATHB4	(pMG59)	 dig.	con	EcoRI 
pMJ33 ATHB4 pGADT-7	(GW) pMJ29	(ATHB4	en pENTR3C	)
pMJ34 ATHB4 pDONR207	 (GW) pMJ29	(ATHB4	en pENTR3C	)
pMJ35 YFN-ATHB4 pYFN43(GW) pMJ34(ATHB4	en pDONR 207 )
pMJ36 YFC-ATHB4 pYFC43(GW) pMJ34(ATHB4	en pDONR 207 )
pMJ38 Nt-ATHB4 pGBKT-7	 (GW) pMJ32	(Nt-ATHB4	en pENTR3C	)
pMJ39 Nt-ATHB4 pGADT-7	(GW) pMJ32	(Nt-ATHB4	en pENTR3C	)
pMJ40 Nt-ATHB4 pYFN43(GW) pMJ32	(Nt-ATHB4	en pENTR3C	)
pMJ41 Nt-ATHB4 pYFC43(GW) pMJ32	(Nt-ATHB4	en pENTR3C	)
pMJ42 Nt-ATHB4 pDONR207	 (GW) pMJ32	(Nt-ATHB4	en pENTR3C	)
pMJ43 ATHB4E1m pDONR207	 (GW) ATHB4E1m en pDONR 207*
pMJ45 ATHB4	E1+E2m pDONR207	 (GW) ATHB4E1m en pDONR 207 *
pMJ47 ATHB4E1m pGADT-7	(GW) ATHB4E1m en pDONR 207 *
pMJ60 Δ50	ATHB4		(pMG42)
pMS51	




pMJ62 Δ30	ATHB4 pCRII-TOPO Forma	truncada	de	Δ30	ATHB4	amplificación por	PCR	 con	MJO43+CSO7	







Para	 generar	 la	 construcción	 de	 sobreexpresión	 de	 ATHB4-VP16	 se	 utilizó	 como	 molde	 un	
plásmido	 ya	 existente	 en	 nuestro	 laboratorio	 (pNC7)	 que	 contenía	 el	 cDNA	 del	 gen	 PAR1	
fusionado	 al	 dominio	 de	 activación	 VP16	 (Galstyan	 et	 al.	 2011).	 La	 región	 del	 gen	 VP16	 se	
amplificó	con	los	oligos	NCO1	y	MJO1	(ver	tabla	de	oligonucleótidos),	que	incorpora	un	sitio	de	






que	 proviene	 del	 vector	 pBINAR	 (Galstyan	 et	 al.	 2011).	 Para	 obtener	 el	 cDNA	 de	 ATHB4	
recurrimos	al	plásmido	pCS12	 (disponible	en	el	 lab),	que	deriva	del	vector	pCRII-TOPO	y	que	
contiene	el	cDNA	de	ATHB4.	
El	 inserto	 obtenido	 de	 la	 digestión	 pCS12	 digerido	 con	EcoRV	 y	BamHI	 (ATHB4)	 se	 clonó	 en	
pMJ3	 digerido	 primero	 con	KpnI	 y	 Klenow	 (resultando	 en	 un	 extremo	 romo)	 y	 después	 con	
BamHI,	que	resultó	en	pMJ4	 (35S:ATHB4-VP16),	que	se	 transformó	en	A.	 tumefaciens	C58C1	
(pGV2260)	 para	 transformar	 luego	 plantas	 de	 A.	 thaliana	 mediante	 inmersión	 floral.	 Las	
pMJ65 ChPHYA (cDNA) en	pCRII-TOPO	 con	errores pCRII-TOPO
*





pMJ68 ChPHYA (gDNA) del m10 (sis1-2) con	MBO1+CTO34
pMJ69 ChPHYA (gDNA) del m10 (sis1-2) con	MBO5+MBO10
pMJ70 pAtPHYA(APAG8)	 pBS SK+	*
pMJ72 ChPHYA (cDNA) pENTR3C *                                                   
pMJ74 ChPHYA(cDNA) pENTR3C	 sin	diana	XbaI enla	región attB
*
pMJ77 AtPHYA (pET-PHYA) pBS SK+	dig BamHI+EcoRV petPHYA dig.	con	NdeI +	Klenow +	BamHI*
pMJ78 AtPHYA (cDNA)	in	pENTR3C	dig.NotI+SalI pENTR3C	 dig.	NotI+SalI pMJ77	digNot I+Sal I
*
pMJ83 ChPHYA (cDNA)	sin	promotor pDONR207	 (GW) pMJ74 (cDNA ChPHYA)*
pMJ84 pAtPHYA:	ChPHYA pIR101	(GW) * Binario
pMJ85 pAtPHYA:	ccdb pDONR221	 (GW) pMJ84(pAtPHYA:	ChPHYA)*
pMJ86 pAtPHYA:	AtPHYA pIR101	(GW) * Binario
pMJ89 ATHB4	E1+E2m pGBKT-7	 (GW) pMJ45.33*
pMJ90 ATHB4	E1+E2m pGADT-7		(GW) pMJ45.33*
pMJ91 35S:	ATHB4	E1+E2m-GR
pMG15	
pCS14 con	 fusión a	la	GR
dig.	con	BamHI
pMJ45.33* Binario
pMJ92 35S:	ATHB4	E1+E2m-GFP pMS51	(dig con	BglII) pMJ45.33* Binario
pMJ93 SEU	(cDNA) pGBKT-7	 (GW)
pMJ94 SEU	(cDNA) pGADT-7		(GW)


















directo	 mutado	 (MJO21)	 y	 el	 reverso	 WT	 (MJO26).	 Unificamos	 los	 productos	 de	 PCR	 y	
amplificamos	con	los	oligonucleótidos	MJO27+MJO28	(introducían	sitios	attB1	y	attB2).	Tras	la	
purificación	del	producto	de	PCR	y	usando	sistema	de	recombinación	BP	Clonasa	II	del	sistema	
Gateway	 (Invitrogen)	 se	 introdujo	 en	 un	 vector	 pDONR207	 (attP1˂ccdB-Resistencia	 a	
Cm˂attP2),	resultando	en	el	vector	pMJ43.	
Usando	 sistema	 de	 recombinación	 LR	 Clonasa	 II	 del	 sistema	 Gateway	 (Invitrogen),	 se	
recombinó	 pMJ43.1	 con	 el	 vector	 de	 destino	 PGADT-7	 (vector	 de	 expresión	 en	 levadura),	
dando	 pMJ47.	 El	 plásmido	 pMJ47	 fue	 utilizado	 como	 DNA	 molde	 que	 contenía	 el	 motivo1	
mutado	y	el	motivo2	WT.	
Para	el	motivo	2	se	realizaron	dos	PCR:	PCR	1;	amplificando	con	un	oligonucleótido	directo	WT	
(MJO25)	 y	 el	 reverso	mutado	 (MJO24).	 PCR	 2;	 amplificando	 con	 un	 oligonucleótido	 directo	
mutado	 (MJO23)	 y	el	 reverso	WT	 (MJO26).	Unificamos	 los	productos	de	PCR	y	amplificamos	
con	 los	oligonucleótidos	MJO27+MJO28	(introducían	sitios	attB1	y	attB2).	Tras	 la	purificación	
del	producto	de	PCR	y	usando	 sistema	de	 recombinación	BP	Clonasa	 II	 del	 sistema	Gateway	
(Invitrogen)	 se	 introdujo	 en	 un	 vector	 pDONR207	 (attP1˂ccdB-CmR˂attP2),	 resultando	 en	 el	
vector	 pMJ45.	 Comprobamos	mediante	 secuenciación	 que	 el	 plásmido	 pMJ45	 sólo	 contenía	
los	 motivos	 EAR	 mutados.	 Usando	 el	 sistema	 de	 recombinación	 LR	 Clonasa	 II	 del	 sistema	
Gateway	(Invitrogen),	se	recombinó	con	los	vectores	de	destino	para	Y2H	(pGADT-7	y	pGBKT-




La	 ligación	entre	el	 vector	pMG15	y	el	 inserto	que	provenía	de	pMJ45.33	dió	 lugar	a	pMJ91	
(35S:ATHB4E1+E2m-GR),	 este	 plásmido	 presenta	 resistencia	 a	 Hyg.	 en	 plantas.	 El	 pMJ91	
(plásmido	binario)	se	 introdujo	en	A.	 tumefaciens	C58C1	 (pGV2260)	por	electroporación	y	se	
seleccionaron	colonias	transformadas	en	medio	YEB	suplementado	con	los	antibióticos	Rf,	Cb	y	
Km	 con	 el	 objetivo	 de	 transformar	 plantas	 de	 A.	 thaliana	 mediante	 inmersión	 floral.	 Las	








el	 inserto	pMJ45.33	digerido	 con	BamHI	 y	 el	 vector	 pMS51	digerido	 con	BglII	 dando	 lugar	 a	





Para	generar	 la	 construcción	RNAi	 (supresión	de	 la	expresión	de	genes	específicos	mediante	
RNA	de	interferencia)	para	silenciar	el	ChPHYA	se	utilizó	cDNA	de	C.	hirsuta	como	molde	para	
la	 PCR.	 Por	 PCR	 se	 amplificó	 un	 fragmento	 de	 256	 pb	 utilizando	 los	 oligonucleótidos	
específicos:	 CTO31	 y	 CTO32	 (ver	 tabla	 de	 oligonucleótidos).	 Esta	 región	 ChPHYA,	
correspondiente	 a	 los	 primeros	 256	 pb	 del	 cDNA,	 fue	 seleccionada	 porque	 mostró	 menos	
similitud	 con	 otros	 fitocromos.	 El	 producto	 de	 PCR	 se	 subclonó	 direccionalmente	 en	 pCRII-





ChPHYA),	 que	 confiere	 resistencia	 a	 ppt)	 en	 plantas.	 Este	 vector	 binario	 se	 introdujo	 en	 A.	
tumefaciens	C58C1	(pGV2260)	por	electroporación	y	se	seleccionaron	colonias	transformadas	
en	medio	 YEB	 suplementado	 con	 los	 antibióticos	 (concentraciones	 descritas	 en	 el	 apartado	
1.5)	 Rf,	 Km	 y	 Spc.	 Las	 plantas	 de	 C.	 hirsuta	 (Ox)	 fueron	 transformadas	mediante	 inmersión	
floral.	 Las	 plántulas	 transgénicas	 fueron	 seleccionadas	 en	 medios	 que	 contenían	 ppt	
(concentraciones	descritas	en	el	apartado	1.5).	
	
Generación	 de	 las	 construcciones	pAtPHYA:	 AtPHYA	 (pMJ86)	 y	pAtPHYA:	 ChPHYA	 (pMJ84)	
para	la	complementación	de	plantas	A.	thaliana	phyA-501.	
Como	 fuente	 del	 promotor	 del	 gen	 PHYA	 de	 A.	 thaliana	 (pAtPHYA),	 se	 empleó	 el	 plásmido	
APAG	(pAPAG,	proporcionado	por	A.	Nagatani,	Universidad	de	Kyoto,	Japón),	que	contiene	2,9	
kb	de	la	región	promotora	(Toledo-Ortiz	et	al.	2010).	Se	subclonó	un	fragmento	XhoI-BamHI	de	
pAPAG	 en	 un	 vector	 pBS-SK+	 digerido	 con	 las	 mismas	 enzimas,	 generando	 pMJ70,	 que	
permitía	obtener	un	fragmento	XbaI	que	cubre	2,0	Kbp	del	pAtPHYA	(de	ATG	a	-2.029).	
Como	 fuente	 de	 AtPHYA,	 se	 empleó	 el	 vector	 pET-PHYA	 (proporcionado	 por	 P.	 Quail,	 UC-
Berkeley,	CA,	EE.UU),	que	contiene	el	marco	de	lectura	abierta	(ORF,	del	inglés	Open	Reading	




un	 fragmento	 SalI-NotI	 de	 pMJ77	 en	 los	 mismos	 sitios	 de	 pENTR3C	 (attL1˂ccdB˂attL2,	
Invitrogen),	generando	pMJ78,	que	contiene	AtPHYA	 flanqueado	por	sitios	de	recombinación	
Gateway	(attL1˂AtPHYA˂attL2).	
La	 secuencia	 codificante	 completa	 de	 ChPHYA	 se	 amplificó	 de	 cDNA	 de	 plántulas	 etioladas	
usando	 los	oligos	específico	CTO31	y	MBO9.	El	 fragmento	resultante	se	clonó	en	pCRII-TOPO	
para	dar	 lugar	a	pMJ65.	Después	de	 la	 secuenciación	de	varias	 colonias	 independientes,	nos	
centramos	en	pMJ65.2	(que	no	contenía	errores	silenciosos	entre	el	ATG	y	un	sitio	único	AvrII	




AvrII	 y	el	 codón	STOP).	Obtuvimos	un	 fragmento	XbaI-AvrII	de	pMJ65.2	y	 se	 subclonó	en	 los	
mismos	 sitios	 del	 vector	 pMJ65.6,	 generando	 el	 plásmido	 pMJ67,	 que	 contiene	 el	 ORF	
completo	 de	 ChPHYA.	 Se	 subclonó	 direccionalmente	 un	 fragmento	 EcoRI	 de	 pMJ67	 en	 los	
mismos	sitios	de	pENTR3C,	generando	pMJ72,	que	contiene	ChPHYA	flanqueado	por	sitios	de	
recombinación	(attL1˂ChPHYAXbaI˂attL2).	PMJ72	fue	digerido	con	XbaI,	rellenado	con	Klenow	
y	 religado,	 para	 generar	 pMJ74	 (attL1˂ChPHYA˂attL2),	 que	 eliminaba	 un	 sitio	 XbaI	 situado	
después	del	codón	de	parada	pero	antes	del	sitio	attL2.	
El	vector	binario	de	destino	fue:		pNOB936	(confiere	resistencia	a	ppt	en	plantas)	se	digirió	con	
AatII	 (para	 liberar	el	promotor	SEEDSTICK)	y	se	volvió	a	 ligar	para	generar	pIR101.	Usando	el	
sistema	 Gateway	 LR	 Clonasa	 II	 (Invitrogen),	 recombinación	 in	 vitro	 entre	 pIR101	
(attR1˂ccdB˂attR2)	y	pMJ74	(attL1˂ChPHYA˂attL2),	que	generó	pMJ83	(attB1˂ChPHYA˂attB2).	
Un	 fragmento	XbaI	 de	 pMJ70,	 que	 contenía	pAtPHYA,	 se	 clonó	 direccionalmente	 en	 pMJ83	
digerido	 con	 la	 misma	 enzima	 de	 restricción,	 produciendo	 pMJ84	 (pAtPHYA:	
attB1˂ChPHYA˂attB2).	
Usando	el	sistema	Gateway	BP	Clonase	II	(Invitrogen),	pMJ84	(pAtPHYA:	attB1˂ChPHYA˂attB2)	
se	 recombinó	 con	 pDONR207	 (attP1˂ccdB-CmR˂attP2)	 para	 generar	 pMJ85	 (pAtPHYA:	




por	electroporación	y	se	 transformaron	colonias	 transformadas	 (seleccionadas	en	medio	YEB	
suplementado	con	los	antibióticos	(concentraciones	descritas	en	el	apartado	1.5)	Rf,	km	y		Spc.	













pBD4 TPR4	(cDNA) pGBT9 Dr.	Brendan	Davis



























































Nombre	 Secuencias	de		5’	a		3’ Gen Uso
2x35S CGTAAGACTGGCGAAC promotor CaMV 35S Genotipado







BO33 GCGGTCTATGTAGGAGAGAATGATC SAUR15 (FW)  RT-qPCR
BO34 CCGGCACCACATATCTCTTCTT SAUR15 (Rev)  RT-qPCR
BO40 AAATCTCGTCTCTGTTATGCTTAAGAAG UBQ10 (FW)  RT-qPCR
BO41 TTTTACATGAAACGAAACATTGAACTT UBQ10 (Rev)  RT-qPCR
BO68 AGAAGTGAGAGAGAAGGAATCTCCG HAT2 (FW) RT-qPCR
BO69 TCATCTGAGGTTCCACGTGAGTA HAT2(Rev) RT-qPCR
BO70 GGATCTAGAATGGGCGAGCTCCCAGAAGCTCG GR (FW)  Genotipado
B071 CCTACTAGTTTTTTGATGAAACAGAAGCTTTTTG GR (Rev)  Genotipado
BO87 GGAAGCAAAACCCTTAGCATCAT PIL1 (FW)  RT-qPCR
BO88 TCCATATAATCTTCATCTTTTAATTTTGGTTTA PIL1 (Rev)  RT-qPCR
BO95 TGGTGTCAAGCAGATGATTTGC EF1α (FW)  RT-qPCR
BO96 ATGAAGACACCTCCTTGATGATTTC EF1α (Rev)  RT-qPCR
CTO9 GGCCGATTGTGCTGTCCTTA EF1a (FW) RT-qPCR
CTO10 TCACGGGTCTGACCATCCTTA EF1a (Rev) RT-qPCR
CTO19 TCCCATCTTTTCTCCATTGGA PIL1 (FW) RT-qPCR
CTO20 GATGGCACCACGAATTGCT PIL1 (Rev) RT-qPCR
CTO31 ATGTCCGGGTCTAGGCCGAG ChPHYA (FW) Genotipado
CTO34 TTCTGGCCAGTAAGATCATGTGC ChPHYA (Rev) Genotipado
CTO39 AGCCCACCCACTACTTTGACC ATHB2 (FW) RT-qPCR
CTO40 CGTGGCAGCTTGATTTGGT ATHB2 (Rev) RT-qPCR
MBO1 TGTTCATAAGATTACGGCATG ChPHYA (FW) Genotipado
MBO2 TCTGCAAAGCCCTTTTATGC ChPHYA (FW) Genotipado 
MBO3 TACATGGCCAACATGGATTC ChPHYA (FW) Genotipado
MBO4 GGGTTTCCTAAGGCTCTAGG ChPHYA (FW) Genotipado
MBO5 ATCGGGAAGCATCTCCTCAC ChPHYA (FW) Genotipado
MBO6 GTGCTGTGACCAGTCAGGAG ChPHYA (FW) Genotipado
MBO7 ATGAGACCGGAGAAGAAGTC ChPHYA (FW) Genotipado
MBO8 GAGAAACCAGTGAACCACTG ChPHYA (Rev) Genotipado
MBO9 CATCCATATTTACAGCTCCAG ChPHYA (Rev) Genotipado
MBO10 GAGGACTACTTGTTCGCTGC ChPHYA (Rev) Genotipado
MBO11 GGACCTTGCTGAGTTGCTTC ChPHYA (Rev) Genotipado
MBO12 TGGATTCCACTCCGTACACC ChPHYA (Rev) Genotipado
MBO13 TCACTGGTGACAGCTTCTAG ChPHYA (Rev) Genotipado
MBO14 CATCACATTTCACAAGGTCC ChPHYA (Rev) Genotipado
MBO15 CTGCTTGAGGGATGTCGGTG ChPHYA (Rev) Genotipado
MGO26 GGAGGTAGACTGCGAGTTCTTACG ATHB2 (FW) RT-qPCR
MGO27 TGCATGTAGAACTGAGGAGAGAGC ATHB2 (Rev) RT-qPCR
MGO28 AGAAGTGTCGGAGCTGAGGG ATHB4 (FW)  RT-qPCR
MGO29 AGACACGTTCGCAAGAAGGG ATHB4 (Rev) RT-qPCR
MGO30 GCCACAACATCGAAGACG  GFP (FW) RT-qPCR
MGO31 CCATGCCATGTGTAATCC GFP (Rev) RT-qPCR
MGO42 TTCAGCAAGCCACTGCAGG GR (FW) RT-qPCR
MGO43 GCTGTGGTAATGCTGCAGGAA GR (Rev) RT-qPCR
MGO48 TCCCTTCCATTTCCGCAAT OPT1 (FW)  RT-qPCR
MGO49 TGAGCCCAGAACCGACAATC OPT1 (Rev) RT-qPCR
NCO1 CCGGATCCTACCCATACGACGTTCCGG 








Final del promotor 














MJO7 CCATAAATAGCCCCCACG SALK-TPR4 (FW)  Genotipado
MJO8 CATCCCATTCACCAGCTG SALK-TPR4 (Rev) Genotipado
MJO9 ACCTTGAGGTCTCGTACC SALK-TPL (FW)  Genotipado
MJO10 TCCCATCAAGAGCTGTTG SALK-TPL (Rev) Genotipado
MJO11 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTCTTCTCTTAGTAGAGAGCTC TPL (FW) Clonaje-GW
MJO12 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTGGATTTGGCCTTGGATTTTTAC TPL (Rev) Clonaje-GW
MJO13 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCGTTGGTTGAAATGGCCCGTG TPL (Rev) Clonaje-GW
MJO14 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTCGTCACTCAGCAGAGAACTC TPR4(FW) Clonaje-GW
MJO15 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGGGAAATTGAAGTTTGTCTCG TPR4 (Rev) Clonaje-GW
MJO16 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTGTTGGCTGAAATGGACCGTG TPR4 (Rev) Clonaje-GW
MJO21 GGGGCGGGTGCGAGTGCAAGCTTGGGAAATAGTCAAC Mutagénesis EAR1 (FW)  Clonaje-GW
MJO22 GCTTGCACTCGCACCCGCCCCATCATCTCTTTCCCC Mutagénesis EAR1 (Rev) Clonaje-GW
MJO23 TCTGCGAGGGCGAATGCGATGCCGTTGACAACTTC Mutagénesis EAR2 (FW)  Clonaje-GW
MJO24 CATCGCATTCGCCCTCGCAGATGGTTCTTTTTGTTG Mutagénesis EAR2 (Rev) Clonaje-GW
MJO25 GACTGATAGTGACCTGTTCG AttL1 (FW) Clonaje-GW
MJO26 GACTGATAGTGACCTGTTCG AttL2 (Rev) Clonaje-GW
MJO27 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT AttB1(FW) Clonaje-GW
MJO28 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT AttB2(Rev) Clonaje-GW
MJO43 CGATGTTGACAACTTCTTCTTC 30ΔNt-ATHB4 (FW) clonaje
MJO44 TCATCCAAAACCCAAATC ChPHYA-Wild Type(WT)(FW) Clonaje/Sec
MJO45 AGCAGAGACGGATTTTGC ChPHYA-WT (FW) Clonaje/Sec
MJO46 AGCAGAGACGGATTTTGT ChPHYA-mut181(sis1-1)(FW) Clonaje/Sec
MJO47 CATTACTGCATTCTGAGTGAG ChPHYA-WT (Rev) Clonaje/Sec
MJO48 CAGGAATCCGCTGTCCGG ChPHYA-mut10 (sis1-2) (FW) Clonaje/Sec
MJO49 CAGGAATCCGCTGTCCGA ChPHYA-WT (FW) Clonaje/Sec
MJO50 CCTGGTAAACATGATCC ChPHYA-WT (Rev) Clonaje/Sec
MJO51 CCTGGTAAACATGATCT ChPHYA-mut10 (sis1-2) (Rev) Clonaje/Sec
MJO52 TCTCCTCACACTTGTTGAGGATTC ChPHYA (FW) RT-qPCR
MJO53 TCCTCGGTTCCTTCTAATGCA ChPHYA (Rev) RT-qPCR
MJO54 GCTAACTGTTGCAGCTTCCTTGA ChPHYA (FW) RT-qPCR
MJO55 cggtatgcgttagcctgatttc ChPHYA (Rev) RT-qPCR
MJO56 TCTAGATAAGATTCCCAGAATTG pChPHYA (FW) Clonaje
MJO57 TCTAGATTTTTTCCTGACACCAG pChPHYA (Rev) Clonaje
MJO58 AAGATCTGATCATGGCTTCTTGA AtPHYA (FW) RT-qPCR
MJO59 GGCCTAGAGCCTGACATTTTT AtPHYA (Rev) RT-qPCR
MJO60 GGTGGCTATAATGTGAGAGAG GABI-KAT-sap18 (FW) Genotipado
MJO61 CAAACGGAAGTTCGGAAAGCG GABI-KAT-sap18 (Rev) Genotipado
MJO64 TTCGAATGTTTCGGCTAACC seu-3 mutant (FW) Genotipado
MJO65 TTCGAATGTTTCGGCTAACT seu-3 mutant (FW) Genotipado
MJO66 GGGCCAAATTTCTCATGGCC seu-3 mutant (Rev) Genotipado
MJO69 CGCTTCTTTGGGTGGTTCTA RT-qPCR-VP16 (FW) RT-qPCR
MJO70 ATAGGGATAGCCCGCATAGT RT-qPCR-VP16(Rev) RT-qPCR
MJO71 CGATCGTGAAAAGACATG sap18 (FW) RT-qPCR
MJO72 CAAATCTGTTAGCTCGCG sap18 (Rev) RT-qPCR
MJO73 GTTGGGGAGACGATGGC sap18 (FW) RT-qPCR
MJO74 GCCACATCCAGATAATC sap18 (Rev) RT-qPCR
MJO75 TCGGATAACAAATGAGAC ChPHYA and AtPHYA (SEC. COMPATIDA) (FW) RT-qPCR
MJO76 CGGATGGTGTAAAGTTTA ChPHYA and AtPHYA (SEC. COMPATIDA) (Rev) RT-qPCR
























5. Pasar	 el	 sobrenadante	 en	 un	 nuevo	 tubo	 de	 1,5	mL,	 agregar	 900	 μL	 de	 100%	 (v/v)	
etanol.	Incubar	2	min	a	RT	Centrifugar	10	min	a	velocidad	máxima.	




































La	 transformación	 de	 células	 de	 E.	 coli	 se	 utiliza	 para	 amplificar	 el	 DNA	 plasmídico.	 Se	













4.1.5. Transformación	 de	 células	 competentes	 de	 A.	 tumefaciens	 por 
electroporación.		





plásmido	 (dilución	 1:10	 en	 agua	 de	 la	miniprep).	 Agitar	 suavemente	 e	 incubar	 5	 min.	 en	
hielo.		




3. Electroporar	a	1,7	kV.	 Inmediatamente,	 transferir	 las	células	a	 tubo	con	1	mL	de	medio	de	







La	 amplificación	 de	 fragmentos	 de	 DNA	 se	 realizó	 mediante	 la	 reacción	 en	 cadena	 de	 la	
polimerasa	 (Polymerase	 Chain	 Reaction;	 PCR)	 (Saiki	 et	 al.	 1989)	 utilizando	 oligonucleótidos	
específicos	y	DNA	codificante	(cDNA),	genómico	(gDNA)	o	DNA	de	colonias	como	molde.	Para	
la	 amplificación	 de	 fragmentos	 de	 DNA	 por	 PCR	 se	 utilizaron	 dos	 tipos	 de	 enzimas	 de	 DNA	
polimerasa	 termoestable;	 una	 no	 comercial,	 utilizada	 para	 la	 comprobación	 de	 clonajes	 y	
colonias,	 y	 una	 comercial	 para	 clonajes	 y	mutagénesis.	 La	 enzima	 comercial	 utilizada	 fue	 la	
Platinum®	 Taq	DNA	Polymerase	High	 Fidelity,	que	 se	 caracteriza	 por	 tener	 una	 baja	 tasa	 de	
error.	 Estas	 enzimas	 disponen	 de	 sus	 propias	 soluciones	 y	 se	 emplearon	 siguiendo	 las	
indicaciones	del	 fabricante.	Las	secuencias	de	 los	oligonucleótidos	se	detallan	en	el	apartado	
3.4. 
Condiciones	 y	 método	 de	 PCR:	 En	 cada	 ciclo	 de	 PCR	 hay	 tres	 etapas	 que	 necesitan	
temperaturas	diferentes:	Desnaturalización	del	DNA,	hibridación	de	los	oligonucleótidos	a	 las	
secuencias	 complementarias	 de	 DNA	 y	 síntesis	 de	 las	 cadenas	 de	 DNA	 complementarias	 en	
dirección	 5’	 a	 3’.	 Se	 prepara	 una	 mezcla	 de	 reacción	 con	 los	 siguientes	 componentes	
(concentración	final	de	la	reacción)	:	tampón	PCR	1x,	dNTPs	0,2mM,	oligonucleótidos	directo	y	




























el	 Servicio	 de	 Secuenciación	 del	 CRAG	 mediante	 secuenciación	 automática	 utilizando	 el	








plántulas	 de	 A.	 thaliana	 y	 C.	 hirsuta	 se	 emplearon	 aprox.	 30	 plántulas	 (∼100mg),	 o	 en	 los	
experimentos	de	hojas,	5	hojas	en	día	30	de	desarrollo.	Se	congelaron	con	nitrógeno	líquido	y	















La	 RT-qPCR	 se	 llevó	 a	 cabo	 utilizando	 una	 dilución	 1:10	 en	 ddH2O	 del	 cDNA	 obtenido	
anteriormente.	Además	de	las	tres	réplicas	biológicas	por	tratamiento,	cada	muestra	se	analizó	
realizando	 2-3	 réplicas	 técnicas	 con	 el	 objetivo	 de	 minimizar	 errores	 en	 el	 pipeteo.	 Cada	




del	 cebador	 reverso	 (10	 mM;	 concentración	 final	 de	 300	 nM)	 y	 2,4	 μL	 de	 H2O.	 Los	
oligonucleótidos	específicos	empleados	aparecen	descritos	en	 la	Tabla	M8	 (apartado	3.4).	 La	
reacción	se	llevó	a	cabo	en	un	Roche	Light	Cycler®	480,	siguiendo	un	programa	basado	en	una	
desnaturalización	 inicial	 a	 3	 min.	 a	 94°C	 y	 40	 ciclos	 de	 desnaturalización	 a	 30	 seg	 a	 94°C	
durante	30	seg,	e	hibridación	y	extensión	30	seg	60°C.	Los	resultados	obtenidos	se	analizaron	
utilizando	 el	 software	 Light	 Cycler®	 480	 1.5.0-SP3	 y	 se	 exportaron	 al	 programa	 Microsoft®	
Office	Excel	2003.	Los	cálculos	de	expresión	relativa	se	realizaron	tomando	los	valores	medios	
de	las	réplicas	técnicas	y,	posteriormente,	las	medias	obtenidas	de	las	tres	réplicas	biológicas,	









3. Pasar	 el	 sobrenadante	 a	 un	 nuevo	 tubo	 y	medir	 la	 concentración	 del	 sobrenadante	
usando	 el	 kit	 de	 Pierce	 BCA	 Protein	 Assay,	 para	 todas	 las	 muestras	 (siguiendo	 las	
instrucciones	del	fabricante)	y	realizar	una	recta	patrón	con	concentraciones	conocidas	
de	BSA.		






















gel	 como	 consecuencia	 del	 campo	eléctrico	 aplicado.	 En	 función	 de	 su	 tamaño,	 las	 distintas	
proteínas	migran	con	mayor	o	menor	velocidad.	El	 gel	de	electroforesis	está	 compuesto	por	










5. Preparar	 la	 solución	del	gel	empaquetador	y	verterla	 sobre	el	 gel	 separador	hasta	el	
extremo	superior.	







A	partir	del	gel	SDS-PAGE	se	 realiza	 la	 transferencia	de	 las	proteínas	a	membranas	de	PVDF.	
Estas	membranas	se	activan	durante	30	seg.	en	metanol	100	%,	permitiendo	que	las	proteínas	
se	unan	a	la	membrana.		
Para	 la	 transferencia	 se	 utiliza	 un	Mini	 Trans-Blot	 Electrophoretic	 Transfer	 Cell	 de	 BioRad	





La	 detección	 de	 las	 proteínas	 se	 realiza	 por	 quimioluminescencia	 utilizando	 anticuerpo	






1. Bloquear	 con	 tampón	 TBST	 1X	 +	 2%	 (p/v)	 de	 leche	 en	 polvo	 durante	 1h	 a	 RT	 en	
agitación.		
2. Retirar	 el	 bloqueo	 y	 añadir	 el	 anticuerpo	primario	 en	 tampón	TBST	1X	 con	0,5	%	de	
leche	en	polvo.	Incubar	con	el	anticuerpo	primario	durante	la	noche	a	4°C	en	agitación.	
















Para	 realizar	 la	 inmunoprecipitación	 se	 utilizaron	 plántulas	 crecidas	 durante	 7	 días	 en	 LD	 y	
mantenidas	en	oscuridad	durante	6h.	Las	plántulas	se	congelan	en	N2	líquido	y	se	trituran	en	
un	mortero	hasta	obtener	un	material	homogéneo,	siempre	manteniendo	 las	condiciones	de	
frío	 para	 evitar	 la	 degradación.	 Para	 la	 extracción	 se	 utiliza	 la	 solución	 de	 extracción	 en	
condiciones	nativas	(anteriormente	descrita).	
Inmunoprecipitación:	
Este	 ensayo	 consiste	 en	 aislar	 complejos	 formados	 por	 la	 proteína	 objeto	 de	 estudio	 y	 sus	
interactores	en	un	extracto	proteico	total	con	ayuda	del	anticuerpo	soportado	en	las	columnas	
µColumnas	 (µMacs).	 Una	 vez	 realizada	 la	 inmunoprecipitación,	 se	 eluyen	 las	 proteínas	
capturadas	 por	 el	 anticuerpo	 y	 se	 separan	 por	 electroforesis.	 Posteriormente,	 mediante	
digestión	con	tripsina,	se	separan.		
Para	 la	 inmunoprecipitación	 utilizamos	 beads®	 magnéticas	 (µMacs™)	 que	 contienen	










6. Eluir	 el	 complejo	 de	 interés	 (la	 proteína	 de	 interés	 con	 los	 putativos	 interactores),	
siguiendo	las	indicaciones	del	fabricante	(manteniendo	las	beads	en	la	columna.)	Tras	













































Los	siguientes	pasos,	por	ejemplo	 la	 inyección	de	 las	muestras,	 fueron	 realizados	por	 los	
especialistas	del	grupo	para	una	precisa	y	correcta	ejecución.	Del	mismo	modo,	 los	datos	



















El	 sistema	 de	 doble	 híbrido	 (Yeast	 Two	 Hybrid,	 Y2H)	 es	 una	 aproximación	 para	 validar	
interacciones	proteína-proteína.	Se	parte	de	células	competentes	de	levadura.	
Protocolo	 para	 generar	 células	 competentes	 de	 levadura	 adaptado	 del	Nature	 Protocols de 
(Gietz	et	al.	2007).	




























4. Centrifugar	 a	 14000	 rpm	 durante	 1	min.	 Aspirar	 el	 sobrenadante	 y	 resuspender	 las	


















6. Plaquear	 en	 forma	 de	 gota	 5	 o	 10	 μL	 de	 las	 diluciones	 en	 medio	 de	 agar	 SD-LW	




PEG	 50%:	 MW=	 3350,	 Sigma	 #P-3640.	 Utilizar	 al	 50%	 p/v	 de	 PEG3350,	 añadir	 agua	 y	
autoclavar.	
4.3. Metodología	vegetal	
Para	 los	 tratamientos	 de	 luz,	 las	 semillas	 de	 A.	 thaliana	 y	 de	 C.	 hirsuta	 se	 esterilizaron	
superficialmente	 antes	 de	 sembrarlas	 en	 placas	 de	medio	 (0,5xMS).	Una	 vez	 sembradas,	 las	
placas	 se	 estratificaron	 en	 oscuridad	 a	 4°C	 (3-5	 d),	 proceso	 que	 permite	 la	 rotura	 de	 la	









(v/v),	 0,1%	 Tween-20	 (v/v).	 Agitar	 y	 dejar	 actuar	 10	min.	 (no	 exceder	 el	 tiempo	 de	
tratamiento,	ya	que	puede	reducir	la	viabilidad	de	las	semillas).	
3. Lavar	 las	 semillas	 con	 1mL	 de	 agua	 estéril	 5	 veces	 consecutivas.	 Retirar	 el	 agua	 del	
último	lavado	de	la	esterilización.	




















2. Pipetear	 las	 semillas	con	una	pipeta	P1000	y	dejarlas	caer	una	a	una	sobre	el	medio	
sólido	correspondiente	tocando	la	punta	de	la	pipeta	el	medio.	
Para	 facilitar	 la	 recogida	 de	 plántulas	 para	 los	 experimentos	 de	 extracción	 de	 RNA	 o	
proteína	 se	 siembra	 sobre	 el	 medio	 de	 cultivo	 unas	 100	 semillas	 por	 placa	 (9,5	 cm	 de	
diámetro)	y	se	pone	sobre	el	medio	una	membrana	autoclavada	de	nilón.	
Independientemente	del	 sistema	de	 sembrado	utilizado,	una	vez	 finalizada	 la	 siembra	de	 las	
semillas,	las	placas	se	sellan	con	cinta	porosa	micropore®.	
4.3.2. Transformación	de	plantas	por	floral	dip.	





rejilla	 de	 plástico.	 Sembrar	 las	 semillas	 equidistantes	 para	 obtener	 6-7	 plantas	 por	
tiesto.	
2. A	 las	 4-6	 semanas	 desde	 la	 siembra	 (plantas	 con	 inflorescencias	 de	 5-7	 cm	 de	
longitud),	 cortar	 las	 inflorescencias	 a	 ras	 de	 roseta.	 A	 los	 9-10	 d	 las	 inflorescencias	
secundarias	estarán	óptimas	para	transformar.	
3. Dos	días	antes	de	 la	 transformación	 inocular	2	mL	de	medio	YEB	con	 los	antibióticos	
adecuados	 y	 la	 cepa	 de	 A.	 tumefaciens	 portadora	 de	 la	 construcción	 de	 interés	
(precultivo).	Incubar	20	h	a	28°C	con	agitación	(200	rpm).	





6. Trasvasar	 el	 cultivo	 a	 un	 recipiente	 adecuado.	 Sumergir	 las	 inflorescencias	 de	 las	
plantas	durante	5	min	colocando	el	tiesto	boca	abajo.	
7. Dejar	 los	 tiestos	 en	 posición	 horizontal	 en	 una	 bandeja	 sobre	 papel	 de	 filtro	 que	
absorbe	el	exceso	de	solución	de	A.	 tumefaciens.	Mantener	en	el	 fitotrón	 la	bandeja	
tapada	durante	2-4	d	y	con	baja	densidad	lumínica.	









vegetales	 mediante	 la	 acción	 de	 la	 bacteria	 A.	 tumefaciens.	 Sin	 embargo,	 en	 este	 caso	 se	
transforman	las	células	de	las	hojas	de	manera	no	permanente.	El	procedimiento	se	detalla	a	
continuación:	
1. Inocular	 5mL	 de	 medio	 YEB	 líquido	 (con	 antibióticos	 selectivos)	 con	 una	 colonia	

















abaxial	 de	 las	 hojas.	 En	 la	 mayoría	 de	 las	 agroinfiltraciones	 se	 utilizó	 una	 transformación	
adicional	con	el	plásmido	Ptrans5’TEV	(donde	está	clonado	el	gen	que	codifica	para	la	proteína	
supresora	del	 silenciamiento	HC-PRO	del	Potyvirus	 (Tobacco	Etch	Virus,	 TEV),	 proporcionado	
por	 el	 Dr.	 Juan	 José	 López-Moya.	 La	 actividad	 transitoria	 de	 esta	 proteína	 ayuda	 a	 evitar	 el	
silenciamiento	post-transcripcional	inducido	por	la	introducción	de	la	agroinfiltración. Tras	3-5	
días	 de	 la	 agroinfiltración	 se	 observan	 fragmentos	 de	 hoja	 al	 microscopio	 confocal	 para	
estudiar	la	localización	de	la	proteína	de	interés.	
4.3.4. Complementación	 Bimolecular	 de	 la	 Fluorescencia	 (Bimolecular	 Fluorescence	
Complementation,	BiFC).	
Con	este	experimento	se	puede	ensayar	la	interacción	entre	dos	proteínas	in	vivo	en	base	a	la	
reconstrucción	 de	 una	 proteína	 fluorescente	 YFP	 a	 partir	 de	 la	 fusión	 de	 sus	 dos	 mitades	
unidas	a	proteínas	capaces	de	 interaccionar.	Este	ensayo	se	 realizó	en	plantas	de	 tabaco	 (N.	
benthamiana).	 El	 protocolo	 a	 seguir	 es	 igual	 al	 de	 la	 localización	 subcelular,	 pero	 en	 el	
momento	 de	 poner	 el	 A.	 tumefaciens	 a	 incubar	 con	 la	 solución	 hay	 que	 unir	 a	 volúmenes	
iguales	de	las	dos	interacciones	que	se	quieren	testear.	
4.3.5. Extracción	rápida	de	DNA	genómico	de	planta	para	su	genotipado.	





1. Cortar	 el	 tejido	 joven	 vegetal	 e	 introducirlo	 en	 un	 tubo	 eppendorf	 con	 2	 perlas	 de	
cristal.	













La	 técnica	 de	 la	 PCR	 se	 utiliza	 para	 detectar	 la	 presencia	 de	 un	 transgen	 introducido	 en	 la	
planta,	para	detectar	plantas	mutantes	procedentes	de	 colecciones	por	 inserciones	de	un	T-
DNA	(SALK,	Gabi-Kat),	mutaciones	puntuales,	utilizando	oligonucleótidos	específicos	para	cada	










lámparas	LED	híbridas	 (Quantum	devices)	QB1310CS-670-735	 resultando	en	un	 ratio	R:FR	en	
sombra	simulada	total	de	0,05.		
	
La	 sombra	 por	 dosel:	 Se	 generó	 enriqueciendo	 la	 luz	W	 con	 luz	 FR	 utilizado	 lámparas	 LED	





Ensayo	 de	 alargamiento	 de	 hipocotilo:	 Las	 plantas	 germinaron	 (día	 0,	 d0)	 y	 en	 el	 caso	 de	
A.thaliana	 (Figura	M1A)	 crecieron	 durante	 2	 días	 (d2)	 en	 luz	 blanca	 continua	 (W);	mientras	









plantas	 se	 irradiándolas	 durante	 2	 horas	 con	 luz	W	 (d0),	 en	 luz	 blanca	 continua	 (W)	 (Figura	


























Las	medidas	 de	 la	 longitud	 de	 los	 hipocotilos	 de	 las	 plántulas	 se	 realizaron	 sobre	 imágenes	
digitales	 utilizando	 el	 programa	 ImageJ®	 (National	 Institute	 of	 Health	 ImageJ	 software,	
Bethesda,	MD,	USA.	http://rsb.info.nih.gov/ij).	Para	ello	las	plántulas	se	colocaron	planas	sobre	












































se	 combinó	 con	 aplicaciones	 de	 10µL	 de	 5µM	 Dexametasona	 (+DEX)	 o	 como	 tratamiento	
mock:	50%	etanol	 (-DEX)	en	 la	 región	del	meristemo	apical	 (indicadas	con	 flechas).	Se	aplicó	
durante	7	días	pero	fue	interrumpido	por	dos	días	(ver	Figura	R1.4).	
4.3.10. Cuantificación	de	pigmentos	fotosintéticos.	(clorofilas	y	carotenoides).	
Estos	 análisis	 fueron	 realizados	 por	 Rosa	 Rodríguez	 del	 laboratorio	 del	 Dr.	 M.	 Rodríguez-
Concepción	(CRAG)	siguiendo	un	método	de	extracción	de	pigmentos	y	detección	por	HPLC	de	
la	 serie	Agilent	 1200	 (Agilent	 Technologies).	 Se	 partió	 de	unos	 4	mg	de	 tejido	 liofilizado	por	
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	 	 Abreviaturas	y	símbolos	
	
ABREVIATURAS	Y	SÍMBOLOS	 	
~	 	 Aproximado	
λ	 	 Longitud	de	onda	
%	 		 Porcentaje	
	
	
2,4-D	 	 Ácido	2,4-diclorfenoxiacetico	
AD		 	 Dominio	de	Activación	
AmpR		 Resistencia	a	ampicilina	
APB	 	 Motivo	de	unión	a	phyB	
ATHB4  ARABIDOPSIS	THALIANA					
HOMEOBOX	PROTEIN	4 
ATHB2		 	ARABIDOPSIS	THALIANA												
HOMEOBOX	PROTEIN	2	
Aux		 	 Auxinas	
B	 	 Luz	azul	
Bc	 	 Luz	azul	continua	
BD		 	 Dominio	de	unión	al	DNA	
BRs		 	 Brasinosteroides	
cDNA		 DNA	complementario	
Cm		 	 Centímetro	
Ct	 	 Región	C	terminal	
D		 	 Oscuridad	
DEX		 	 Dexametasona	
DNA		 	 Ácido	desoxiribonucléico	
dNTP	 	 desoxiribonucleótido	
EMS		 	 Etil	Meta	sulfanato	
EOD-FR		 Luz	roja	lejana	al	final	del	día	
FR	 	 Luz	roja	lejana	
FRc		 	 Luz	roja	lejana	continua	
g		 	 Gramos	
GAs		 	 Giberalinas	
GR		 	 Receptor	de	glucocorticoides	
h		 	 Horas	
HAT2  Homeobox-leucine	zipper	
protein	HAT2	
HD	 	 Homeodominio	
HD-Zip		 Homeodominio	Zip	
HKRD		 Dominio	histidina	quinasa	
HygR			 Resistencia	a	higromicina	
IPTG		 	 Isopropil-β-D-tiogalactósido	
kDa		 	 kilodalton	
Km		 	 kanamicina	
KmR		 	 Resistencia	a	kanamicina	
kV		 	 kilovolt	
L	 	 Litros	
LD		 	 Día	largo	
Long	 	 Longitud	
M		 	 Molar	
mg		 	 Milígramos	
μg		 	 Microgramos		
μL		 	 Microlitros	
μm	 	 Micromolar	
min		 	 Minutos	
mL		 	 Mililitros	
mm		 	 Milímetros	
mRNA	 RNA	mensajero	
mV		 	 Milivots	
ng		 	 Nanogramos	
NPA		 	 Ácido	naftiltalamico	
Nt		 	 Región	N-terminal	
NLS		 	 Señal	de	localización	nuclear	
O/N		 	 Toda	la	noche	
p		 	 Promotor	
PAR		 	 Phytochrome	Rapidly			
Regulated	
PCR		 	 	Reacción	en	cadena	de	la		
polimerasa	
Pfr		 	 Forma	activa	de	los	fitocromos	
Phot	 	 Fototropinas	
phy		 	 Fitocromos	
PIFs		 	 								Phytochrome	Interacting	Factor	
PIL1		 	 Phytochrome	interacting	
factor-like	1		
Pr	 	 Forma	inactiva	de	los				
fitocromos	
Ppt	 	 Basta	
R		 	 Luz	roja	
Rc	 	 Luz	roja	continua	
R:FR		 	 Razón	entre	luz	roja	y	luz	roja			
lejana	
RNA		 	 Ácido	ribonucleico	
RNAi			 RNA	interferente	
rpm		 	 Revoluciones	por	minuto	
RT		 	 Temperatura	ambiente	
RT-qPCR		 Retrotranscipción	por	PCR	
SAS	 	 Síndrome	de	la	huida	de	la	
sombra		
SAUR		 Small-	Auxin	Up-RNA	
SD		 	 Día	corto	
Seg	 	 Segundos		
t-DNA		 DNA	transferencia	
Tª		 	 Temperatura	
Tm		 	 Temperatura	de	melting	
V		 	 Volts	
vs	 	 versus	
v/v		 	 Relación	volúmen	volumen	
v/p		 	 Relación	volúmen	peso	
W	 	 Luz	blanca	
Wc	 	 Luz	blanca	
W+FR		 								Sombra	simulada
	 	 Abreviaturas	y	símbolos	
	
	
Secuencias	aminoacídicas:		
	
F		 Phe,	fenilalanina	
S		 Ser,	serina	
Y	 Tyr,	tirosina	
K		 Lys,	lisina		
W	 Trp,	triptófano	
L	 Leu,	leucina	
P		 Pro,	prolina	
H		 His,	histidina	
D		 Asp,	ácid	aspártico		
R	 Arg,	arginina		
I	 Ile,	isoleucina	
T		 Thr,	treonina	
Q		 Gln,	glutamina	
E	 Glu,	ácido	glutámico		
G	 Gly,	glicina		
M		 Met,	metionina		
A		 Ala,	alanina	
N		 Asn,	asparagina		
C		 Cys,	cisteína		
V		 Val,	valina	
	
	


